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Torque teno virus (TTV) è un virus privo di involucro esterno, caratterizzato da un
genoma  a  singolo  filamento  di  DNA lungo  circa  3,8  Kb  con  polarità  negativa.
Identificato per la prima volta nel  1997 in un paziente giapponese,  lo si  pensò
inizialmente associato ad epatiti post-trasfusionali ad eziologia sconosciuta. In poco
tempo, però, è diventato chiaro che TTV è un virus con una incredibile diffusione:
induce  viremia  cronica  nell'80%  circa  della  popolazione  globale  ed  infetta
moltissimi tessuti  dell’ospite. Queste peculiari  caratteristiche, aggiunte all’elevata
eterogeneità genomica del virus (si contano moltissimi isolati geneticamente distinti
in 5 genogruupi) hanno ostacolato gli studi sull'associazione di TTV con specifiche
malattie  dell’uomo,  tant’è  che  ad  oggi  il  virus  è  ancora  considerato  “orfano”  di
patologia.  La grande capacità del virus d’indurre infezioni croniche persistenti è
prova del fatto che TTV deve aver sviluppato meccanismi che lo rendono capace di
sfuggire all'azione del sistema immunitario dell’ospite infettato. Nel 2013, sequenze
codificanti microRNA (miRNA) sono state individuate nel genoma di TTV. I miRNA
sono corte sequenze di mRNA (di circa 22 nt) e sono importanti elementi regolatori
prodotti anche da molti virus. Una volta associati all'RNA induced silencing complex
(RISC), essi funzionano da guida indirizzando il complesso verso quegli mRNA che
hanno sequenze in parte complementari,  silenziandoli.  I  miRNA prodotti  da TTV
non sono ancora stati ben caratterizzati: forse non fondamentali per la replicazione
del  virus,  sembrano  però  interagire  con  geni  stimolati  da  interferon  e  coinvolti
nell’apoptosi  virus-indotta.  TTV  potrebbe  dunque  adoperare  questi  miRNA per
superare  le  difese  dell’ospite  inibendo  l’apoptosi  cellulare  e  favorendo  la
proliferazione della cellula infettata. 
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In questo studio di  tesi,  viremia e due diversi  miRNA putativi  di  TTV sono stati
quantificati  mediante  specifici  saggi  di  biologia  molecolare  nel  sangue  di  100
soggetti  (83  pazienti  affetti  da  diverse  patologie,  17  soggetti  sani).  Come
prevedibile, la viremia di TTV mostrava valori significativamente diversi nei diversi
gruppi  di  soggetti:  in  particolare  i  livelli  più  alti  furono  osservati  nei  pazienti
sottoposti  a  trapianto  d’organo  solido,  nei  pazienti  con  sclerosi  multipla  e  nei
soggetti infettati da HIV con cariche anche di 1-3 log superiori a quelle osservate
nei  soggetti  sani.  miRNA di TTV furono quantificabili,  per la prima volta  in vivo,
nella maggior parte dei campioni analizzati e furono quantificabili anche nell'80%
circa di  campioni  di  sangue che risultavano non viremici  per il  DNA del  virus. I
miRNA mostrarono differenze di abbondanza l'uno rispetto all'altro, il primo è circa
8 volte più abbondante del secondo nei pazienti sani, pur provenendo dagli stessi
isolati. Le concentrazioni totali e i livelli  rispettivi dei due miRNA variavano nelle
diverse patologie facendo pensare ad una associazione con lo stato di salute del
sistema immunitario (SI), in particolare i livelli del primo sembrano ridursi laddove ci
sia una sofferenza nelle cellule del SI.
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1. Torque Teno Virus (TTV)
Torque Teno Virus (TTV) fu identificato per la prima volta nel 1997, in un paziente
con epatite post trasfusionale ad eziologia sconosciuta in Giappone (Nishizawa et
al.  2007).  I  ricercatori  individuarono e clonarono una sequenza di  DNA di  500
nucleotidi (nt) che chiamarono N22 e che venne usata per le successive analisi.
Nishizawa e collaboratori videro che, in gradiente di saccarosio, la densità della
particella associata a N22 era di 1.26 g/cm3, densità tipica di particelle virali, inoltre
la sequenza trovata nei campioni era sensibile alla DNAsi I, quindi doveva trattarsi
di un virus a DNA (Nishizawa et al. 2007).
Studi successivi misero in evidenza un frammento di 117 nt ricco in G+C (90.6%
dei nt  totali)  nella regione a monte del  promotore (Miyata et al.  1999).  Questo,
insieme all'isolamento della sequenza completa di  un virus in un paziente sano
negli USA (Okamoto et al. 1999) contribuì a dimostrare che aveva un genoma a
DNA circolare, con polarità negativa. L'isolato prototipo, chiamato TA278, era lungo
3852 nt  (Okamoto et  al.  1999)  e  mostrava  delle  similitudini  con CAV (Chicken
Anemia Virus) sia nella sequenza nucleotidica che nell'organizzazione genomica
(Miyata et al. 1999). 
Gli  studi  successivi  mostrarono  subito  che  si  trattava  di  un  virus  ad  altissima
variabilità, appartenente ad una famiglia cui potevano essere ascritte moltissime
specie  (Peng  et  a.  2002;  Manni  et  al.  2002;  Jelcic  et  al.  2004) che  avevano
un'amplissima prevalenza nella  popolazione di  tutto  il  mondo (Itoh  et  al.  1999;
Barril et al. 2000; Fanci et al. 2004) , già dalla prima infanzia (Davidson et al. 1999;
Gerner et al. 2000).
Nel 2000 Takahashi e collaboratori isolarono un altro virus con caratteristiche molto
simili  a  quelle  di  TTV,  ma con un genoma significativamente più  corto:  2860nt
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(Takahashi  et  al.  2000).  Questo virus,  inizialmente chiamato TTV-like mini  virus
(TLMV), insieme a TTV, venne inserito, nel 2005, dall'International Committee on
Taxonomy  of  Viruses  (ICTV)  nella  famiglia,  appositamente  creata  delle
Anelloviridae. A TTV, che inizialmente aveva preso il nome dalle iniziali del paziente
in cui era stato trovato venne assegnato il nome definitivo di Torque Teno Virus (dal
latino  Torques: collana e  Tenuis: sottile, riferendosi al genoma circolare a singolo
filamento), TLMV invece venne rinominato come Torque Teno Mini Virus (TTMV) e
assegnato ad un altro genere della stessa famiglia (Biagini et al. 2005).
La scoperta di un altro membro appartenente alla famiglia delle  Anelloviridae si
deve  a  Jones e collaboratori  che,  usando un  metodo di  amplificazione primer-
indipendente trovarono 2 piccoli virus SAV1 e SAV2, molto simili a TTV e TTMV
(Jones et al. 2005) ma, SAV1 e 2, risultarono poi essere forme troncate di virus più
lunghi (3.2 kb) (Ninomiya et al. 2007) classificati nel genere Torque Teno Midi Virus
(TTMDV) (King et al. 2012).
1. 1 Proprietà
Studi molecolari sul genoma, seguiti alla
scoperta del virus, dimostrarono che TTV
era sensibile a nucleasi di Mung ma non
a RNAsi, si trattava quindi di un virus a
singolo filamento di DNA (ssDNA, single
strand  DNA).  La  sua  densità  rimaneva
invariata dopo trattamento con Tween 80,
indicando  la  mancanza  di  un  involucro
lipidico (Okamoto et al. 1998B). Itoh e collaboratori nel 2000 riuscirono a fornire
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FIGURA 1.1:  Fotografia ottenuta con microscopio
elettronico a trasmissione di particelle associate a
TTV da  campioni  di  siero.  La  barra  per  scala  è
lunga 100 nm. (Itoh et al. 2000)
delle immagini del virus con un microscopio elettronico a trasmissione (Figura 1.1).
I virus, ottenuti dal siero di pazienti positivi per il virus dell'immunodeficienza umana
(HIV)  che avevano titoli  di  TTV molto  alti  (>108),   erano visualizzabili  grazie  a
particelle di oro coniugate a anticorpi contro Immunoglobuline G (IgG) umane (Itoh
et al. 2000). I virus presenti nel siero infatti formano degli immunocomplessi con le
IgG dell'ospite, quelli escreti con le feci invece sono virioni liberi, se la densità di
galleggiamento in gradiente di Cs-Cl è di 1.31-1.32 g/cm3 per i virus del siero sale
a 1.35 g/cm3 per quelli nelle feci (Okamoto et al. 1998). Il virus ha forma sferica,
con un diametro di circa 30-32 nm (Itoh et al. 2000). 
Basandoci  sulla  sequenza nucleotidica sembra probabile che solo una proteina
vada a costituire il capside, la proteina prodotta dalla Open Reading Frame (ORF)
più lunga del genoma: ORF1 che in TA278 codifica per una proteina putativa di 736
aminoacidi (aa) (Qiu et al. 2005). In questa ORF, che è una delle più variabili dato
che contriene 3 regioni ipervariabili (HVRs), troviamo infatti un dominio conservato
nella coda C-terminale ricco in arginina che ricorda domini della proteina capsidica
delle Circoviridae. Nei Circovirus questa regione serve per il legame con il DNA e
l'impacchettamento (Erker et al 1999).
Un'altra caratteristica peculiare di tutte le specie di TTV è che la più alta variabilità
si concentra nelle regioni codificanti, mente la regione non tradotta (UTR) risulta più
conservata (Okamoto et al. 1999). In quest'ultima regione, negli anni, sono stati
disegnati  primer  universali  che permettono di  individuare tutte le specie di  TTV
conosciute (Hu et al. 2005).
I  primi  protocolli  di  PCR  basati  sulla  sequenza  N22,  così  come  i  successivi
disegnati sulla ORF1, erano eccessivamente ceppo-specifici. Diversi studi hanno
dimostrato  come,  passando  da  questi  primer  ad  altri  disegnati  nell'UTR  la
prevalenza del virus presente nei campioni in esame passava dal 20-30% al 95%
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(Itoh et al. 1999;  Fanci et al. 2004). L'analisi filogenetica basata sugli amplificati
della  regione  N22,  inoltre,  non  era  attendibile,  dato  il  suo  alto  tasso  di
ricombinazione e mutazione (Lemey et al. 2002).
La scoperta di nuove specie di Anellovirus molto divergenti ha richiesto comunque
metodi di amplificazione primer-indipendenti (Niel et al. 2005; Jones et al. 2005).
1. 1. 1 Organizzazione genomica
Il genoma di TTV è lungo 3.8 kb e presenta un'organizzazione piuttosto conservata
all'interno  dei  vari  genera  di  Anellovirus; circa  i  2/3  del  genoma  sembrano
contenere regioni codificanti, mentre il resto rimane non tradotto (Maggi 2012). 
La regione UTR, contiene la sequenza del promotore TATA box (TATAA) che si
trova  circa  un  centinaio  di  nucleotidi  prima  del  sito  di  inizio  della  trascrizione
(Kakkola et al. 2002) e risulta piuttosto conservata all'interno di tutta la famiglia. La
produzione di TTV in cellule derivate da fegato e midollo osseo ha mostrato come
la  delezione della  sequenza -154/-76  dall'inizio  della  trascrizione  porti   ad  una
completa abolizione di questa. La regione contenente la TATA box funziona quindi
da promotore basale (Kamada et al. 2003).
A monte della TATA box, in un area che si  estende all'incirca per 500 nt,  sono
presenti siti che sembrano avere attività di enhancer (Suzuki et al. 2004). Ci sono
sequenze che potrebbero essere bersaglio della regolazione di AP-1, CREB, HNF-
4, GATA-1, C/EBP e E2F, tutte tra i nt -542 e -197 (Kamada et al. 2003). Non è
ancora  nota  la  funzione dei  circa  300 nucleotidi,  fortemente  conservati,  che  si
trovano tra il sito di inizio della trascrizione e quello della traduzione. 
Prima della regione del  promotore abbiamo già menzionato la presenza di  una
regione ricca in GC, estremamente conservata (Miyata et al. 1999) più del 90%
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della  quale  è  composta  esclusivamente  di  guanosina  e  citosina  e  forma  una
struttura  secondaria  cloverleaf  che  potrebbe  giocare  un  ruolo  chiave  nella
replicazione (Okamoto et al. 1999). 
Il  resto del genoma presenta 2 ORF principali, parzialmente sovrapposte, e una
terza e quarta a valle di queste. Tutte hanno la stessa regione di poliadenilazione
(ATTAAA), ~200nt a valle di ORF1 (Kakkola et al. 2002), che non è perfettamente
coincidente con  il segnale consensus (Qiu et al. 2005).
ORF2 comincia circa 350 basi a valle dell'inizio della trascrizione (Kamada et al.
2003) e  codifica  per  una  o  due  proteine  (Kakkola  et  al.  2002) lunghe
complessivamente tra i 150 e i 200 aa (Okamoto et al. 1999). ORF2 è leggermente
sovrapposta a ORF1 nella sua parte terminale, ORF1 infatti comincia intorno a 500
basi a valle dell'inizio della trascrizione (Kamada et al. 2003) e, laddove la ORF
non presenta codoni di stop, codifica per una proteina con lunghezza variabile a
seconda  della  specie,  comunque  intorno  ai  750  aa.  Tuttavia,  in  studi  in  cui  si
cercava di far esprimere questa proteina in vitro partendo dal genoma di TTV, si è
visto che la produzione della proteina completa è tutt'altro che efficiente (Kakkola et
al. 2008 ; Kakkola et al. 2002).
La ORF3, che si trova sovrapposta alla regione terminale di ORF1 codifica per una
proteina  putativa  di  un  centinaio  di  aminoacidi  chiamata  TAIP  (TTV-derived
Apoptosis-Inducing  Protein)  la  cui  funzione  è  stata  investigata  partendo  da
similitudini con l'Apoptina di CAV (Kooistra et al. 2004).
ORF3 e ORF4 possono essere trascritte  alternativamente dal  virus  che utilizza
molto i meccanismi di splicing della cellula (Qiu et al. 2005).
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1. 1. 2 Replicazione
FIGURA 2.1: Regione conservata che indica il possibile inizio della replicazione nella struttura stem-loop. La
sequenza proviene da TTV1 (AB008394). I motivi CGGG e GGGC sono indicati in corsivo grigio chiaro. I box
indicano i siti possibili di legame per l'antigene T di SV40. La freccia indica il possibile sito di nick per l'inizio della
replicazione. (Da de Villers et al. 2011)
Non essendo stato sviluppato ancora un sistema di  coltura  efficace per  il  virus
(Okamoto  2009) risulta  difficile  studiarne  la  replicazione  in  dettaglio.  Sembra
plausibile comunque che avvenga con un meccanismo a circolo rotante, così come
in CAV. Sia TTV che CAV, infatti, presentano, rispettivamente in ORF1 e in VP1,
alcuni  motivi  che  ricordano Rep,  une delle  proteine  chiave  di  questo  processo
(Okamoto et al. 1999). Nonostante manchi il nonanucleotide classico (Bendinelli et
al. 2001) che invece è presente in CAV (Okamoto et al. 1999) è tuttavia presente
una sequenza di  8  nt:  _AGT_TTACA in  parte  simile  al  nonanucleotide.  Questa
sequenza  forma  uno stem loop  con  un  possibile  sito  di  taglio  tra  il  5°  e  il  6°
nucleotide da dove potrebbe cominciare la replicazione (de Villers et al. 2011).
Intorno a questo stem loop ci sono cinque ripetizioni CGGG e GGGC che ricordano
le sequenze GAGGC riconosciute, in entrambi i sensi, dalla proteina Large-T dei
poliomavirus  (Okamoto  et  al.  1999).  Effettivamente,  se  noi  trasfettiamo  con  la
sequenza  completa  di  TTV  cellule  in  coltura  idonee  alla  replicazione  del  virus
vediamo che questa avviene con un tasso sensibilmente più altro  se le  cellule
esprimono anche l'antigene T di SV40 (Kakkola et al. 2007; Okamoto et al. 1999). 
La replicazione del DNA probabilmente avviene nel nucleo (Maggi 2012), mentre
l'assemblaggio del virione ha ruolo nel citoplasma, dove forma inclusioni evidenti, e
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il rilascio dovrebbe avvenire per lisi (Bendinelli et al. 2001), dato che il virus è privo
di involucro esterno ed  è improbabile che fuoriesca per gemmazione.
Un'ulteriore prova indiziaria della replicazione a circolo rotante ci viene dal fatto
che, in diversi tessuti, sono state trovate forme del virus a doppio filamento Kakkola
et al. 2009) che vengono considerate forme di replicazione.
Non è  ancora chiaro  quale  sia  la  sede primaria  di  replicazione nell'organismo.
Forme virali dsDNA sono state trovate nel midollo osseo, nei polmoni, in PBMC, nel
fegato, nei reni, nella milza, nei linfonodi e nel pancreas (Fornai et al. 2001; Bando
et al. 2001;  Maggi et al. 2004;  Okamoto et al. 2001).
Anche livelli molto alti di TTV nella saliva e nelle secrezioni nasali rispetto al siero
hanno fatto pensare al tessuto orofaringeo o alle ghiandole salivari come possibili
siti di replicazione (Deng et al. 2000; Maggi et al. 2003).
Non bisogna però dimenticare che, avendo trovato TTV dsDNA nelle cellule del
sistema immunitario (SI), potremmo pensare che siano proprio queste cellule che
sono ubiquitarie e mobili all'interno dell'organismo il reale sito di replicazione del
virus (Maggi et al. 2009).
Proprio  per  questo  è  sulle  cellule  derivate  dal  midollo  osseo  che  si  sono
concentrate molte delle ricerche al fine di chiarire le modalità di replicazione di TTV,
innanzi tutto perché il virus è di solito presente con un titolo più alto nel midollo
piuttosto che nel siero (Fornai et al. 2001; Kikuchi et al. 2000). In uno studio di
Maggi e collaboratori è stato messo in evidenza come il virus non sia presente in
piastrine  e  globuli  rossi  ma esclusivamente  nelle  cellule  periferiche del  sangue
mononucleate (PBMC) come linfociti, monociti e macrofagi, senza nessun pattern
nelle popolazioni  virali  che possa far pensare che una popolazione sia preferita
rispetto ad un'altra Inoltre, sempre nello stesso studio, si è visto come popolazioni
di  PBMC  stimolate  in  vitro,  negative  per  il  virus,  possano  venire  infettate  se
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incubate con plasma da pazienti positivi e rilasciano una considerevole quantità di
virus  nel  sovranatante  (Maggi  et  al.  2004).  Comunque solo  PBMC stimolate  a
proliferare mostrano dsDNA e mRNA virale e solo sovranatante proveniente da
popolazioni cellulari  stimolate è in grado di infettare altre PBMC (Mariscal et al.
2002).
Ci sono forti indicazioni che la replicazione avvenga nella fase S cellulare (Kakkola
et  al.  2007),  il  virus  ha  quindi  bisogno  che  le  cellule  che  lo  ospitano  entrino
spontaneamente  in  questa  fase,  dato  che  non  sembra  possedere  alcuna
caratteristica  che possa influenzare l'avanzamento del  ciclo  cellulare.  In  questo
senso le PBMC potrebbero essere un sito di replicazione piuttosto vantaggioso,
dato che,  per  loro natura,  vanno incontro a grande proliferazione (Abbas et  al.
2010).
Ad oggi quindi le sedi più fortemente candidate per la replicazione di TTV sono il
fegato,  le  cellule  del  sangue  e  l'epitelio  respiratorio  (Kakkola  et  al.  2009).  È
possibile che diversi genotipi di TTV si riproducano in distretti diversi con diversa
specificità, nel caso di TTV questa ipotesi è difficile da verificare data l'amplissima
varietà di specie infettanti l'uomo e l'alta incidenza delle infezioni.
La replicazione del  virus non è sempre del tutto efficiente, in diversi studi  sono
state trovate, sia in vivo che in vitro, forme troncate del virus. È il caso, ad esempio
di  SAV1  e  2  che  vennero  inizialmente  considerati  possibili  appartenenti  ad  un
nuovo genere di Anelloviridae ma che risultarono essere forme tronche di TTMDV
(Jones et al. 2005). 
 Quale che sia il tessuto di replicazione virale, o l'efficienza di questa, il virus riesce
comunque a mantenere altissimi livelli di replicazione durante l'infezione. Dato che
il 90% dei virioni presenti nell'organismo è giornalmente soggetto a clearence deve
essere rimpiazzato da un minimo di 1010 nuovi virus al giorno (Maggi et al. 2001).
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1. 1. 3 Trascrizione e processamento dell'mRNA
Gli studi sulla trascrizione virale sono stati fatti, essenzialmente trasfettando linee
cellulari (HEK293, COS1 ecc) con il genoma virale completo facendo  in modo che
si  ricircolarizzasse  all'interno  della  cellula.  Il  genoma di  TTV  possiede  un  solo
promotore per l'inizio della trascrizione e un solo sito di poliadenilazione , dopo il nt
3000,  tuttavia,  sia  analisi  fatte  con  Reverse  Transcriptase-PCR  (RT-PCR)  su
campioni di midollo osseo (Okamoto et al. 1998B), sia studi in vitro (Qiu et al. 2005;
Kamahora et al. 2000;  Leppik et al. 2007) mostrano come gli mRNA prodotti siano
3.
Il  virus è in grado di  sfruttare il  meccanismo di  splicing della cellula,  in  questo
modo, se analizziamo gli mRNA prodotti in linee HEK293, vediamo che un singolo
mRNA trascritto viene processato in 3 distinte maniere per dare tre prodotti lunghi:
3, 1.2 e 1 kb (Okamoto et al. 2000). (FIGURA 3.1)
Il 95% degli mRNA prodotti, subisce uno splicing che elimina un centinaio di basi a
partire,  all'incirca, dalla 180esima base (Qiu et al.  2005; Kamahora et al.  2000;
Okamoto et al. 2000). Il 50% di questi mRNA va incontro ad un ulteriore splicing
sulla posizione 700 circa ed esistono 2 possibili siti accettori. Il sito accettore 2A1
che darà l'mRNA lungo 1.2kb è usato 10 volte meno di 2A2 che da' un prodotto di 1
kb.  Le  percentuali  finali  di  mRNA  che  si  riscontrano  nella  cellula  sono
rispettivamente 60, 5 e 35% (Qiu et al. 2005).
Queste giunzioni di splicing sono presenti in tutti i genomi di TTV testati (Kakkola et
al. 2009) e tutti i siti di splicing sono i classici GT-AT (Kamahora et al. 2000). Leppik
e collaboratori,  studiando il  comportamento del  genoma di  tth8 e tth7 in cellule
L428, hanno trovato anche altre forme di splicing oltre alle 3 più note, ma non è
chiaro se effettivamente codifichino proteine(Leppik et al. 2007).
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Anche  nel  caso  del  processamento  dell'mRNA TTV è  molto  simile  a  CAV per
quanto riguarda il riarrangiamento delle ORF (Davidson e Shulmanb 2008). 
1. 1. 4 Traduzione e funzione proteica
Dai  3  mRNA processati  dal  genoma  di  TTV  vengono,  in  genere,  prodotte  6
differenti proteine (Kakkola et al. 2008; Qiu et al. 2005). Questo perché a valle del
sito di inizio della trascrizione abbiamo 2 differenti siti di inizio possibili O1AUG e
O2AUG (FIGURA 3.1). La produzione proteica è stata studiata approfonditamente
da Qiu e collaboratori per il genotipo 6 di TTV facendo esprimere un clone con la
sequenza completa del virus in HEK293 (Qiu et al. 2005). In TA278 o tth8 (Kakkola
et al. 2008;   Leppik et al. 2007), e nel virus studiato da Qiu non troviamo traccia
della  proteina  ORF1 completa  con  western  blot.  Facendo una colorazione con
anticorpi  l'ORF1  la  troviamo  nel  citoplasma,  ma  a  livelli  molto  bassi  per  una
proteina capsidica, o presunta tale (Qiu et al. 2005). Vero è che diversi cloni virali di
TTV  presentano  un  codone  di  stop  che  interrompe  la  ORF1,  che  forse  viene
espressa in 2 proteine separate (Erker et al 1999). Trasfettando cellule di batteri e
insetti con la ORF1 completa e divisa in due parti, basandoci sulla posizione del
codone  di  stop  vediamo  che  solo  le  2  proteine  troncate  vengono  prodotte
efficacemente (Kakkola et al. 2008).
Per quanto riguarda il genotipo 6 solo la ORF1/1 (199 aa) viene prodotta in quantità
rilevabile con un western blot, comunque è in frame con ORF1 e ne condivide le
stesse sequenze C e N terminali. 
In assenza di altri regolatori è probabile che O1AUG sia il sito preferito per l'inizio
della traduzione (Qiu et al. 2005) perché O2AUG non ha sequenza di Kozak, 
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FIGURA 3.1: Mappa genetica del genotipo 6 di TTV. (+1) sito di inizio dell'RNA, (D) sito donatore di splicing, (A)
sito  accettore  e  p(A)  sito  di  poliadenilazione  sono mostrati  con  il  n°  di  nucleotidi  (Sequenza di  accesso a
GenBank AY666122). Le tre specie di mRNA sono mostrate con la relativa grandezza ed abondanza (% del
totale) sulla sinistra. Le strategie di espressione delle 6 ORF sono segnate nella mappa. Le differenti reading
frame sono identificate da diversi pattern di riempimento. (Qui et al. 2005)
nonostante questo non sia incompatibile con la traduzione (Erker et al 1999).
La  proteina  prodotta  dalla  ORF1  è  la  più  variabile  di  TTV,  soprattutto  per  la
presenza di 3 regioni  HVRs, anche se alcuni studi hanno dimostrato che è in grado
di  rimanere  invariata  per  anni  in  un  individuo  infetto  (Kakkola  et  al.  2008).  La
principale  ipotesi  avanzata  per  giustificare  questa  variabilità  è  la  necessità  di
sfuggire all'identificazione da parte del sistema immunitario (Bendinelli et al. 2001),
il  SI, infatti, può essere una continua spinta selettiva per i virus all'interno di un
organismo, soprattutto quando danno luogo ad un'infezione cronica. 
Tutte le proteine che vengono tradotte a partire da O1AUG sono presenti sia nel
nucleo che nel citoplasma, pur presentando quello che sembrerebbe un dominio di
localizzazione nucleare (Qiu et al. 2005).
Abbiamo già detto come ORF1 sia considerata la proteina capsidica putativa (Erker
et al 1999) e sia ritenuta una delle proteine chiave per la replicazione virale.
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ORF2,  che  non  sempre  si  presenta  come una  proteina  unica  ma  può  essere
tradotta come ORF2a e ORF2b, presenta il dominio conservato WX7HX5CXCX5H,
presente in tutti i genotipi di TTV e in CAV. Questa proteina, di fatto, è molto meno
variabile di ORF1 (Kakkola et al. 2002). 
ORF2 non sembrerebbe avere un ruolo strutturale, ma piuttosto sembra tradotta
per abbassare le difese immunitarie dell'ospite. ORF2 va ad agire, in maniera dose
dipendente, sul patway del fattore nucleare κB (NF-κB), impedendo ad alcune delle
sue subunità di entrare nel nucleo e interagisce direttamente con IKKα e IKKβ del
complesso IκB chinas (IKK). In questo modo va a disturbale l'espressione dei geni
sotto il controllo di  NF-κB, in particolare interleuchina 6 (IL-6), IL-8 e COX2 (Hong
et al.  2007).  Con questo meccanismo vediamo che TTV interagisce in maniera
diretta con il sistema immunitario adattativo dell'ospite. 
ORF2/2 e ORF2/3 si trovano, al livello cellulare, solo in alcuni foci nel nucleo (Qiu
et  al.  2005). Questa  distribuzione  ci  fa  pensare  che  siano,  in  qualche  modo,
implicate nel controllo della trascrizione cellulare.
In alcuni genotipi troviamo una proteina di 105 aa, la TAIP che sembra avere una
funzione simile all'Apoptina in CAV, che provoca apoptosi in molte linee cellulari
tumorali  ma  in  nessuna  linea  cellulare  sana  testata.  TAIP  sembra   efficace
nell'indurre  apoptosi  nelle  cellule  derivate  da  carcinoma  epatocellulare,  ma,  in
generale, il suo potere apoptotico è molto minore di quello dell'Apoptina (Kooistra
et al. 2004) e forse questa non è la sua principale funzione.
1. 2 Classificazione
Nell'ultimo rapporto dell'ICTV TTV, TTMV e TTMDV, sono classificati nella famiglia
delle Anelloviridae, famiglia che contiene 9 genera contraddistinti da diverse lettere
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dell'alfabeto greco (King et al. 2012).
I  TTV, in  particolare,  fanno parte  del  genere Alphatorquetenovirus,  che conta il
maggior numero di specie (29 nel 2012 oltre a molte altre in attesa di assegnazione
definitiva);  TTMV  fanno  parte  dei  Betatorquetenovirus  e  i  TTMDV  del  genere
Gammatorquetenovirus (King et al. 2012).
Agli altri 6 generi appartengono virus che infettano gli animali, TTV infatti è stato
trovato anche in animali  da appartamento, scimmie e suini in tutto il  mondo. Di
solito  il  virus  è  specie-specifico  anche se  alcuni  ceppi  possono infettare  sia  le
scimmie che l'uomo (Okamoto 2009).
La  classificazione  presa  in  considerazione  è  quella  basata  sull'analisi  della
sequenza  ORF1  completa  a  livello  nucleotidico.  Il  cut-off  per  l'attribuzione  del
genere è una divergenza del 56%, mentre quello per la definizione di una specie è
del 36% (King et al. 2012).
Peng e collaboratori nel 2002, dopo la scoperta di 2 nuove sequenze virali piuttosto
divergenti  da quelle già conosciute hanno proposto, per semplificare il  lavoro di
laboratorio, la divisione del genere Alfatorquetenovirus in 5 genogruppi (Peng et a.
2002). I genomi prototipo di qesti gruppi sono TA278 per il  genogruppo  1 (G1)
(Okamoto et al. 1998B), TUS01 per il 2 (Okamoto et al. 1999) PMV, scoperto da
Hallett e collaboratori (Hallett et al. 2000), YONBAN, che significa per l'appunto 4
(Takahashi et al. 2000B) e JT33F (Peng et a. 2002).
1. 3 Diagnosi
A tutt'oggi gli unici metodi considerati affidabili per la detezione del virus sono quelli
molecolari  (Maggi et  al.  2009).  Inizialmente, i  virus venivano ricercati  in base a
sequenze della ORF1, in particolare nella regione N22 (Charlton et al. 1998; Biagini
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et  al.  1999; Lemey et  al.  2002),  ma divenne subito chiaro che,  data la grande
eterogeneicità  del  virus,  era  necessario  mettere  a  punto  primer  disegnati  nella
regione conservata. Dato che la UTR in TTV è la regione più conservata è lì che si
sono concentrati gli sforzi (Hu et al. 2005; Itoh et al. 1999; Fanci et al. 2004). In
questo  modo,  la  prevalenza  di  TTV  riscontrata  in  una  stessa  popolazione  di
pazienti è salita anche dal 20% al 95% (Itoh et al. 1999).
Nel 2008 Ninomya e collaboratori hanno messo a punto dei primer universali, per la
regione tra la TATA box e l'inizio della trascrizione, che permettono di amplificare
sia  TTV che TTMV e TTMDV.  Usando questi  primer  la  prevalenza del  virus  è
risultata  vicina al  100% nella  popolazione di  Giapponesi  adulti  (Ninomiya et  al.
2008). 
Tuttavia l'analisi molecolare del plasma, molto comoda da effettuare in laboratorio,
non sempre risulta definitiva. È stato dimostrato che, pazienti che non mostrano
livelli di viremia di TTV nel plasma, possono comunque ospitare il virus nei tessuti
di milza, fegato o midollo (Okamoto et al. 2001).
Una diagnosi  di infezione basata sulla presenza di anticorpi nel siero non è stata
ancora messa a punto (Maggi 2009) soprattutto perché l'elevata variabilità delle
proteine virali rende difficile trovare epitopi condivisi. La proteina capsidica, che, di
solito, è la più antigenica, risulta anche la più variabile nel caso di TTV.
TTV comunque è  fortemente  antigenico  dato  che  i  virioni  nel  sangue risultano
sempre aggregati in immunocomplessi (Itoh et al. 2000). Tsuda e collaboratori nel
2002 misero a punto un metodo efficace per testare la presenza di anticorpi anti-
TTV  nel  sangue  (Tsuda  et  al.  2002),  tuttavia  risulta  comunque  difficile  portare
avanti  il  test contro tutti  e 29 i  genotipi,  soprattutto perché non esistono ancora
metodi di coltura virale efficaci. Inoltre IgG anti TTV nel plasma possono durare per
anni e essere presenti anche in una buona percentuale di pazienti (16%) che non
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presentano più genoma virale nel plasma  (Handa et a. 2000).
1. 4 Patogenicità
A tutt'oggi, nonostante i numerosissimi studi, portati avanti soprattutto nei primi anni
2000,  TTV,  non  è  ancora  associato  ad  alcuna  patologia  nell'uomo.  L'altissima
diffusione degli  Anellovirus nella popolazione,  anche nel  100% degli  individui  in
alcuni  casi  (Ninomiya  et  al.  2008),  senza  alcuna  evidente  associazione  con
patologie ha portato Simmonds a formulare l'ipotesi che si tratti di un virus che fa
parte della normale flora microbica umana (Simmonds et al. 1999), accreditando
l'idea di Griffiths che esistano virus commensali umani (Griffiths 1999).
Neanche la via di trasmissione del virus da individuo a individuo è ancora chiara.
Diversi studi su madri portatrici del virus hanno dato risultati in parte contrastanti
per quanto riguarda la possibilità di una trasmissione verticale in utero o perinatale.
Nella  cervice  uterina  così  come nel  cordone ombelicale  di  neonati,  nel  liquido
amniotico  e  nel  latte  materno  sono  state  trovate  prove  della  presenza  di  TTV
(Matsubara et al. 2001; Gerner et al. 2000; Gallian et al. 1999; Chan et al. 2001).
Questo suggerisce che quella verticale sia  una delle vie di trasmissione del virus,
tuttavia, uno studio effettuato in Congo mostra come il virus sia presente anche in
molti neonati, 43%, nati da madri TTV negative, nel caso in cui sia il bambino che
la  madre siano affetti,  non necessariamente i  genotipi  virali  portati  dalla madre
corrispondono  a  quelli  del  figlio  (Davidson  et  al.  1999).  Probabilmente  la
trasmissione transplacentare è  possibile  ma non sempre accade (Gerner  et  al.
2000). In generale, nei neonati, la percentuale di positività al virus cresce molto in
fretta, già a partire dalla prima settimana di vita, con il massimo della prevalenza
virale che si ha intorno ai 2 anni quando il pattern di distribuzione diventa simile a
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quello delle madri (Gerner et al. 2000; Kazi et al. 2000).
Il fatto che sia presente nella cervice uterina, oltre che, a livelli molto alti, anche
nella  saliva  e  nello  sperma  (Inami  et  al.  2000; Deng  et  al.  2000) rende
estremamente probabile che quella sessuale sia una delle vie di trasmissione. Altre
possibile  via  è  quella  oro-fecale:  il  virus  viene  escreto  giornalmente  in  grande
quantità  nelle  feci,  probabilmente  attraverso  la  bile  (Hayakawa  et  al.  2001) e
sappiamo che in scimmie a cui il virus è somministrato oralmente dopo alcuni giorni
compare la viremia (Luo et al. 2000).
Non è esclusa, infine, una via di trasmissione aerea, il virus, infatti è stato trovato
nel condensato respiratorio e anche in campioni di aria raccolti fino ad un massimo
di  1,8 m da una persona infetta,  distanza compatibile con la grandezza di  una
stanza (Chikasue et al. 2012).
Quello che, dagli  studi, emerge con chiarezza è che il virus, una volta che si è
introdotto nell'organismo, può dar luogo ad un'infezione cronica, anche nell'80%
degli  individui  infetti  (Biagini  et  al.  1999;  Garbuglia et al.  2003; Bendinelli  et  al.
2001; Matsumoto et al. 1999; Lefrère et al. 2000). Sembra anche che la maggior
parte  degli  individui  sia  soggetta  a  superinfezione,  cioè  porti,
contemporaneamente, più di un genotipo virale (Bendinelli et al. 2001; Maggi et al.
2006; Jelcic et al. 2004; Biagini et al. 1999; Gerner et al. 2000). Non è chiaro se
esista un pattern di distribuzione tessuto specifico per i diversi genotipi virali.
Dati gli elevatissimi livelli di virus escreti ogni giorno dalle persone infette con feci e
liquidi  corporei  (Maggi  et  al.  2001) e  le  molte  vie  di  trasmissione possibili  per
l'infezione possiamo pensare che le occasioni di contagio siano frequenti, non è da
escludere dunque, che, più che una vera e propria cronicità, ci troviamo di fronte a
infezioni più brevi e ripetute (Okamoto 2009)
Uno  dei  problemi  che  impedisce  l'associare  TTV  ad  una  patologia  specifica
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potrebbe essere proprio l'elevata variabilità dei virus. Nella maggior parte dei casi,
infatti,  negli  studi  effettuati,  si  va  a  ricercare  la  prevalenza  generale  degli
Anellovirus,  senza  indagare  quella  della  singola  specie  virale  che  si  trova  nel
campione (Biagini et al. 1999; Reis da Costa et al. 2012; Tanaka et al. 1998; Barril
et  al.  2000; Boysen  et  al.  2003) ciò  potrebbe  mascherare  l'effetto  patologico
potenzialmente svolto da un particolare genotipo di TTV.
Inizialmente,  dato che il  virus era stato scoperto in un paziente con epatite ad
eziologia  sconosciuta  (Nishizawa  et  al.  2007) gli  studi  si  focalizzarono  sulla
possibilità  che  fosse  responsabile  di  epatiti.  Tuttavia  nessuna  indicazione  a
riguardo venne dagli  studi successivi  (Hsieh et al. 1999; Lòpez-Alcorocho et al.
2000; Matsumoto et al. 1999; Barril et al. 2000; Charlton et al. 1998).
Nello stesso modo fallirono tutti gli altri tentativi di associazione tra virus e malattia
(Charlton et al. 1998; Maggi et al. 1999; Matsumoto et al. 1999; Barril et al. 2000;
Boysen et al. 2003). Di fatto l'unico discriminante, tra la popolazione di individui
infetti,  sembra  essere  l'età;  pazienti  più  anziani  hanno  cariche  virali  maggiori
(Maggi  et  al.  1999; Boysen  et  al.  2003),  probabilmente  perché,  con  il  tempo,
aumenta il numero di genotipi virali che vanno ad infettare il soggetto. 
Delle indicazioni interessanti su un possibile effetto dannoso dato da un'alta viremia
di  TTV  sembrano  comunque  venire  da  studi  su  bambini  con  malattie  acute  e
croniche a livello del tratto respiratorio. Sembra esserci una correlazione inversa tra
i risultati  spirometrici  di bambini affetti  da asma e la carica di TTV (Pifferi  et al.
2005; Pifferi  et  al.  2007) e  il  genogruppo  4  di  TTV  è  presente  in  maniera
significativamente  più  alta  in  bambini  con  bronocopolmonite  piuttosto  che  negli
adulti (Maggi et al. 2003).
Ad essere significativa è soprattutto la correlazione fra titoli virali di TTV e gravità
dell'asma, infatti, pur non dando luogo a patologie specifiche la continua presenza
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di un agente microbico esterno mantiene costanti i livelli di infiammazione, finendo
per favorire la maturazione dei linfociti T in Th2 che causano l'aumento di eosinofili.
Infatti  nei  bambini  con  asma studiati  si  è  visto  un  innalzamento  delle  proteine
cationiche eosinofile, che sono tra le cause dell'asma (Abbas 2010).
Questa continua presenza virale,  che stimola  il  sistema immunitario  a produrre
anticorpi, potrebbe aumentare anche il tasso di anticorpi self reattivi, portando allo
sviluppo di  malattie  autoimmuni.  Effettivamente  pazienti  con Lupus Eritematoso
Sistemico sembrano avere livelli di TTV più alti, ma non è escluso che questo sia
dovuto al fatto che sono sottoposti a trattamenti immunosoppressivi (Reis da Costa
et al. 2012).
L'immunosoppressione, infatti, sembra essere uno dei fattori in grado di regolare la
viremia di TTV. Diversi studi hanno dimostrato come, in pazienti affetti da HIV, i titoli
virali siano più alti (Christensen et al. 2000; Thom e Petrik 2007). Il SI ha quindi un
ruolo nel mantenimento entro certi limiti dei titoli virali. L'interazione tra il virus e il
sistema immunitario sembra, a tutt'oggi, il campo più interessante d'indagine.
Per ora sappiamo che la proteina ORF2 è in grado di interagire con il patway di
NF-κB  (Hong  et  al.  2007) fondamentale  nell'immunità  adattativa  e  poi,  come
vedremo estesamente più avanti  in questo lavoro di tesi, alcuni genotipi di TTV
sono in grado di produrre, quantomeno in vitro, un miRNA che va ad interagire con
la funzione di  interferon (IFN) diminuendo la risposta cellulare all'infiammazione
(Kincaid et  a..  2013).  Dato che, una delle sedi  principali  di  replicazione di  TTV
sembrano essere proprio le PBMC (Maggi et al. 2004) che sono le cellule effettrici
dell'immunità, studi ulteriori in questo campo potrebbero dare risultati interessanti.
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1. 5 Epidemiologia
Come  è  già  estesamente  emerso  nelle  pagine  precedenti,  TTV  è  largamente
distribuito in tutta la popolazione mondiale, fino a toccare punte di prevalenza del
100% (Ninomiya et al. 2008), già dai primissimi anni di vita (Gerner et al. 2000;
Kazi  et  al.  2000),  con  una viremia media  che  è intorno  alle  104   copie  per  ml
(Pistello et al. 2001).
Non  ci  sono  associazioni  evidenti  tra  la  presenza,  o  i  livelli,  del  virus  e  le
caratteristiche delle popolazioni, per quanto riguarda patologie, sesso, etnia etc.
(Maggi et al. 1999). L'unico fattore che sembra avere una qualche influenza sulla
presenza o sul  titolo  virale è l'età (Maggi  et  al.  1999; Boysen et  al.  2003) e il
numero di trasfusioni subite, che aumentano il rischio di contrarre infezioni di nuovi
genotipi virali (Charlton et al. 1998; Matsumoto et al. 1999).
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2. MicroRNA
I microRNA, o miRNA sono sequenze di RNA a singolo filamento lunghe circa 22nt
che  non  codificano  per  proteine,  ma  che,  in  associazione  con  l'RNA-induced
silencing complex (RISC), vanno a inibire la traduzione di alcuni trascritti specifici
che  presentano un  certo  grado  di  complementarietà  con  la  loro  regione seed.
Possono dare sia una diminuzione dei livelli proteici senza che venga modificata la
concentrazione  dell'RNA  messaggero  (mRNA)  sia  un'accelerazione  nella
degradazione di quest'ultimo (Bartel 2004). 
La prima prova dell'esistenza dei miRNA è stata data da uno studio di Lee, Ambros
e  collaboratori  che,  nel  1993,  studiando  Caenorhabditis  Elegans,  videro  che  il
trascritto  del  gene lin-4,  conservato  tra  le  varie  specie  dei  Caenorhabditis,  era
responsabile della diminuzione dei livelli della proteina Lin-14, durante alcune fasi
dello  sviluppo  embrionale  (Lee  et  al.  1993).  Lee  e  Ambros  individuarono  2
sequenze trascritte da lin-4, una lunga 61nt e una più corta di 21 che contenevano
sequenze  complementari  alla  regione  3'UTR  dell'mRNA di  lin-14.  I  nucleotidi
complementari  erano 7, l'mRNA di  lin-4 evidentemente si  ibridava su lin-14 per
formare un duplex che ne inibiva la replicazione (Wightman e Ruykun 1993).
Per  diversi  anni  si  ritenne  che  i  miRNA fossero  presenti  esclusivamente  nei
nematodi,  fino  alla  scoperta  di  let-7,  nel  2000,  un  miRNA di  22 nt,  legato  allo
sviuppo  di  C.  elegans  che  aveva  omologhi  in  quasi  tutto  il  mondo  animale,
compresi Drosophila (Pasquinelli et al. 2000) e l'uomo (Bartel 2004).
La scoperta che i miRNA erano presenti anche nei mammiferi portò allo studio di
metodi computazionali che ne permettessero l'individuazione. Infatti, nonostante i
miRNA e le proteine ad essi associati sembrino essere tra i prodotti più presenti nel
citoplasma, può comunque essere difficile  individuarne alcuni  rari  (Bartel  2004).
25
Questi  metodi  computazionali  si  basano  sulla  tendenza  dei  miRNA ad  essere
conservati  anche tra specie non troppo affini  (Pasquinelli  et  al.  2000),  quindi  si
ricercano  zone  conservate  che,  potenzialmente,  potrebbero  avere  una
conformazione  stem-looop  una  volta  trascritte  e  che  si  trovano  in  regioni  non
codificanti (Bartel 2004; Lim et al. 2003).  Di solito troviamo i miRNA nelle regioni
introniche o intergeniche (Kim e Nam 2006), a volte disposti in cluster (Lau et al.
2001).
Nell'uomo finora  sono  stati  identificati  più  di  400  miRNA (Bartel  2009)  con un
pattern di espressione temporale e spaziale molto specifico (Bartel 2004), possono
essere legati a  stadi dello sviluppo, come let-7 e lin-4 (Wightman e Ruykun 1993;
Lee et al. 1993), oppure ad un organo particolare, è il caso del miRNA-155 (miR-
155) nelle cellule ematopoietiche (O'Connel et al. 2008) o di miR-122 nel fegato
(Jopling  et  al.  2005).  Approssimativamente,  in  ogni  cellula  umana  ci  sono
costantemente una cinquantina di miRNA attivamente trascritti e processati (Cullen
2013). Se consideriamo che ogni miRNA è in grado di agire su centinaia di bersagli
diversi  (Lewin  et  al.  2010),  data  la  brevità  della  regione  di  cui  è  richiesta  la
complementarietà  (Ameres  et  al.  2007),  possiamo  farci  un'idea  della  vastità  e
dell'importanza che  questo sistema di  regolazione fine della traduzione ricopre
nella vita degli organismi.
I  miRNA  vengono  trascritti  nel  nucleo,  da  unità  di  trascrizione  indipendenti
sottoposte al controllo di un promotore proprio (Lau et al. 2001) o come introni che
hanno subito splicing, e nella maggior parte dei casi la trascrizione sembra a carico
della RNA polimerasi II (Bartel 2004).
Il trascritto primario, lungo fino a 1 kb, chiamato pri-miRNA (Lee et al. 2002) viene
processato nel nucleo da Drosha (Bartel 2004), una ribonuclesi (RNasi) di tipo III.
Drosha lega il pri-miRNA grazie alla proteina DGCR8 con la quale è complessata
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(Denli et al. 2004), DGCR8 riconosce i
segmenti che sporgono dallo stem che
hanno  di  solito  una  struttura
secondaria  specifica  e  che
probabilmente  servono  a  modulare
finemente  il  sito  di  taglio  alla  Rnasi
(Han et al. 2006). Il pri-miRNA ha uno
stem dsRNA di  33  bp  circa,  con  un
loop  terminale  che  deve  essere
formato  da  più  di  10  nucleotidi  per
poter  essere  riconosciuto  da  Drosha
(Zeng et  al.  2005),  il  taglio  da  parte
della  RNasi  avviene
approssimativamente a 2 giri  di  elica
dal loop, circa 11 bp dalla base dello
stem  (Zeng  et  al.  2005;  Han  et  al.
2006), in questo modo si forma il pre-miRNA, lungo, approssimativamente, 65 nt.
Drosha, come tutte le RNasi III, effettua un taglio asimmetrico del doppio filamento;
al 5' rimane un gruppo fosfato, mentre al 3' rimangono 2 o 3 nucleotidi sporgenti
(Bartel 2004) che saranno poi importanti per il riconoscimento del pre-miRNA da
parte degli altri complessi proteici. 
Pur  se  il  complesso  minimo,  il  microprocessore,  di  Drosha  è  un  dimero  altre
proteine possono influenzarne il processo, in particolare le RNA elicasi p68 e p72 e
i fattori nucleari (NF) 90  e 45 (Gregory et al. 2004). L'interazione di queste con
altre proteina altera il processamento di miRNA specifici (Slezak-Prochazka et al.
2010), ad esempio l'interazione di p53 con p68 aumenta il processamento di molti
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FIGURA 1.2: Biogenesi dei miRNA nei metazoi (Bartel
2004)
miRNA in risposta al danno al DNA (Suzuki et al. 2009). 
Il pre-miRNA di ~65 nt a questo punto viene portato fuori dal nucleo dall'Esportina 5
che ha bisogno di Ran-GTP per poter funzionare correttamente (Lund et al. 2004;
Yi  et  al.  2003).  Solo la lunghezza del  filamento di  RNA e la presenza di  un 3'
sporgente sono necessari per il riconoscimento da parte dell'Esportina 5 e non il
loop o la sequenza dell'RNA (Lund et al. 2004). Non è ancora chiara l'importanza
dell'Esportina  nel  controllo  della  produzione di  miRNA (Slezak-Prochazka et  al.
2010).
Una volta nel citoplasma il miRNA deve subire un ultimo processamento prima di
essere indirizzato al  complesso RISC, questo  è ad opera della RNasi  III  Dicer
(Hutvàgner et al.  2001) che elimina il  loop del  pre-miRNA lasciando un dsRNA
lungo 22 bp circa con 2 o 3 nucleotidi  sporgenti  al  3'  di  entrambe le estremità
(Bartel 2004). Quindi una delle estremità del prodotto finale sarà stata creata dal
taglio di  Drosha nel  nucleo e l'altra dall'azione di  Dicer nel  citoplasma. Dicer è
associato  con  2  diverse  proteine  leganti  dsRNA:  la  proteina  attivatrice  di  PKR
(PACT)  e  una  proteina  RNA binding  che  risponde  a  transattivazione  (TRBP).
Sembra che queste due proteine influenzino il riconoscimento e il processamento
del  substrato  da  parte  di  Dicer  (Lee  et  al.  2013).  Dicer  interagisce  anche con
Argonaute 2 (Ago2) componente del complesso RISC e aiuta il  caricamento del
miRNA nel complesso (Slezak-Prochazka et al. 2010).
Dicer  non  sembra  avere  una  grossa  specificità  nel  taglio,  infatti  funziona
indifferentemente  nel  patway dei  miRNA e  degli  small  interfering  RNA (siRNA)
(Khvorova et al. 2003), la scelta dei trascritti che diventeranno miRNA, quindi, è a
carico di Drosha (Bartel 2004).
Dopo il taglio da parte di Dicer uno dei due filamenti di RNA viene incorporato nel
complesso RISC, mentre l'altro viene degradato (Martinez et al. 2002), comunque
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non sempre viene incorporato lo stesso filamento, in alcuni casi può capitare di
trovarli  entrambi  associati  al  RISC  (Cullen  2013B).  Non  è  chiaro  quale  elicasi
svolga l'RNA, in alcuni casi, è stato visto, è la stessa Ago2 a separare i filamenti
(Peters e Meister 2007). Sembra che la scelta di una sequenza rispetto all'altra sia
dettata dal livello di complementarietà delle basi che si trovano alle estremità. Il
filamento privilegiato sarà quello che ha nucleotidi con un appaiamento più lasso al
5' (Peters e Meister 2007; Bartel 2004).
RISC è un complesso piuttosto eterogeneo, la sua composizione proteica dipende
dal tipo cellulare in cui lo troviamo, questo gli conferisce una certa variabilità nella
specificità per il miRNA (Bartel 2004). Comunque, in base al peso molecolare, il
complesso  minimo sembra  costituito  da una proteina Argonaute  più  un  miRNA
(Ameres  et  al.  2007).  Le  Argonaute  sono  proteine  estremamente  conservate
durante l'evoluzione il cui numero è altamente variabile tra le specie, nell'uomo ne
abbiamo 8, quattro delle quali (Ago1-4) sono ubiquitarie, e, almeno una di esse, è
sempre  presente  nei  RISC  (Peters  e  Meister  2007).  Solo  Ago2  ha  attività
endonucleasica (Ameres et al. 2007) tutte comunque sono formate da un dominio
PAZ (Piwi-Argonaute-Zwille) e uno PIWI (Peters e Meister 2007) che è in grado di
riconoscere e legare RNA sia a doppio che a singolo filamento e per questo è
considerato il dominio chiave per il riconoscimento e il legame dell'mRNA bersaglio
specifico (Bartel 2004). Il dominio PAZ, invece, mostra un modulo specifico per il
legame dei 2 o 3 nucleotidi sporgenti al 3' del miRNA, PIWI lega la sequenza che
servirà per il riconoscimento del target, mentre, un terzo dominio intermedio (MID)
lega il 5' fosfato  (Peters e Meister 2007).
La porzione di miRNA legato a PIWI assume una conformazione a elica A (Parker
et  al.  2005) che  gli  permetterà  di  ibridarsi  con  mRNA cellulari  che  saranno  il
bersaglio del complesso, non tutto il miRNA deve essere complementare all'mRNA
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bersaglio  perché avvenga il  silenziamento,  la  chiave  del  riconoscimento  è  solo
nella  sequenza al  5',  dal  2°  all'8°  nucleotide,  questa  regione è  chiamata  seed
(Doench et al. 2003).
I miRNA quindi danno specificità al complesso RISC, che, a sua volta li  aiuta a
trovare il loro bersaglio; il riconoscimento del target è 9 volte più efficiente quando il
complesso è completamente assemblato (Ameres et al. 2007) rispetto al miRNA
libero.  Non  è  del  tutto  chiaro  come  RISC  effettui  la  scansione  dell'mRNA per
trovare le sequenze su cui agire, tuttavia, in diversi lavori, si è visto che è associato
a proteine ribosomiche (Ishizuka et al. 2005) , quindi è possibile che sia associato
alla traduzione, anche se ci sono studi contrastanti a riguardo (Ameres et al. 2007).
La porzione di  mRNA riconosciuta dal  complesso RISC è,  di  solito,  conservata
nell'evoluzione, proprio come il seed. Nella maggior parte dei casi, questa regione
riconosciuta si trova al 3'UTR, almeno 15 nt a valle dello stop codon (Bartel 2009)
vicina  a  siti  ricchi  in  adenosina.  Non  mancano  comunque  regioni  riconosciute
all'interno delle ORF (Lewis et al. 2005), anche se, in questo caso, RISC potrebbe
venire  dislocato  durante  la  traduzione  (Ameres  et  al.  2007).  Su  ogni  mRNA
abbiamo diversi  siti  che  possono essere  legati  da  complessi  RISC con diversi
miRNA,  il  legame  di  complessi  multipli  aumenta  notevolmente  l'efficacia
dell'inibizione (Parker et al. 2005B).
Non è facile prevedere quali  saranno i  bersagli  di  un miRNA, la regione  seed,
infatti, è breve e non sempre l'appaiamento con il target è perfetto; nel genoma
umano avremo, in media, una sequenze che risulterà complementare ogni circa
16000 nt  (Cullen 2013B) quello  che  ovviamente può aiutarci  a  fare  una prima
scrematura dei bersagli, oltre alla posizione nell'mRNA, è la conservazione della
sequenza tra specie diverse (Ameres et al. 2007). Bisogna poi tenere conto del
fatto  che,  spesso,  RISC  non  è  in  grado  di  legare  RNA che  abbia  strutture
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secondarie stabili nel sito di riconoscimento (Ameres et al. 2007; Kincaid e Sullivan
2012),  quindi  tutti  i  possibili  bersagli  che  vengono  individuati  con  metodi
computazionali devono essere testati sperimentalmente, in generale, comunque, le
stime  di  appaiamento  corrette  sono  3,5  volte  maggiori  dei  falsi  positivi  (Bartel
2009).
Una  volta  che  RISC  ha  legato  il  suo  bersaglio  può  determinarne  il  clivaggio,
l'inibizione traduzionale, la degradazione per deadenilazione o il sequestro nei P-
body (Lim et al. 2005; Bartel 2004; Cullen 2013B; Ameres et al. 2007; Mathonnet et
al. 2007; Behm-Ansmant et al. 2006; Peters e Meister 2007; Wu et al. 2006), dove
verrà degradato se privo di cap al 5' (Lim et al. 2005). Il destino dell'mRNA dipende,
sostanzialmente, dall'energia libera di legame del miRNA con il suo bersaglio, una
complementarietà  perfetta  dei  nucleotidi  2-8  porterà  al  clivaggio  del  bersaglio,
come succede nell'RNAi  (Bartel  2004;  Ameres et  al.  2007;  Lim et  al.  2005),  in
questo  caso  il  clivaggio  avviene  nel  dominio  PIWI  e  l'unica  Argonaute  che
nell'uomo ha attività endonucleasica è Ago2 (Ameres et al. 2007).
L'attivazione  dell'endonucleasi  tuttavia  è  un  evento  piuttosto  raro  nel  caso  dei
miRNA animali. Quello che si ha, di solito, è un silenziamento della traduzione o
una deadenilazione del messaggero; non ci sono casi conosciuti in cui si abbia un
aumento  della  traduzione  (Bartel  2004).  La  prima  conseguenza  del  legame  di
RISC, nei primi 15 minuti, è il blocco della traduzione. Non è del tutto chiaro come
avvenga ma sappiamo che un dominio dell'Argonaute è omologo al fattore di inizio
della traduzione eIF4F (Mathonnet et al.  2007),  RISC quindi  potrebbe servire a
sequestrare il cap, impedendo l'accesso ai fattori di trascrizione e potrebbe anche
impedire la circolarizzazione dell'mRNA necessaria per una traduzione efficiente
(Lim et al. 2005). Questo spiegherebbe anche perché RISC non sia efficace sulle
traduzioni che cominciano sulle internal ribosome entry site (IRES) ma richieda la
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presenza di un cap al 5' e di una coda di poli(A) (Peters e Meister 2007). Più che
l'allungamento quindi, che comunque sembra in parte influenzato (Lim et al. 2005),
RISC andrebbe a bloccare l'inizio della traduzione.
Oltre  a  bloccare  la  traduzione  può  anche  minare  la  stabilità  dell'mRNA,  in
drosophila, ad esempio, RISC interagisce con la proteina GWI82 che recluta un
complesso di deadenilazione (Behm-Ansmant et al. 2006).
I miRNA, pur essendo prodotti nel nucleo e processati nel citoplasma, non sono
esclusivamente  intracellulari  ma  possiamo  trovarli  in  molti  fluidi  corporei  come
plasma, urina, saliva e latte materno (Cheng et al. 2012). 
Il  90-99% dei  miRNA extracellulari  circolano associati  a  proteine  della  famiglia
AGO,  la  stabilità  di  queste  proteine spiega la  resistenza  dei  miRNA cellulari  a
proteasi  e  nucleasi  e  la  loro  lunga persistenza nei  fluidi  corporei.  Sembra  che
questi  miRNA liberi  siano collegati  all'attività fisiologica della cellula che li  perde
costantemente o in seguito ad apoptosi (Turchinovich et al. 2013), non sembra che,
a questo livello,  ci  sia  un sorting dei  miRNA escreti,  né che questi  abbiano la
possibilità di influenzare il comportamento delle cellule con cui vengono a contatto
(Cheng et al. 2012).
Altri  miRNA, invece,  vengono escreti  dalla cellula all'interno di  corpi  vescicolari;
esosomi o vescicole gemmanti. In questo caso, soprattutto nel caso degli esosomi,
la  cellula opera una selezione dei  miRNA che vengono caricati  all'interno delle
vescicole. Studi  recenti  hanno dimostrato come questi  esosomi possano essere
internalizzati  da vari  tipi  cellulari,  che vengono quindi  sottoposti  all'inibizione da
parte  dei  miRNA  contenuti  nelle  vescicole.  Si  tratta  di  un  meccanismo  di
comunicazione  cellulare  ancora  poco  conosciuto,  ma  che  potrebbe  avere  un
grande impatto  nel  funzionamento  sinergico  dei  mammiferi  (Turchinovich  et  al.
2013;  Cheng et al. 2012;  Mittelbrunn et al. 2011) Uno degli esempi più chiari ci
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viene  dal  traffico  unidirezionale,  antigene-dipendente  degli  esosomi  contenenti
miRNA specifici  tra  i  linfociti  T  e  le  cellule  presentanti  l'antigene  nella  sinapsi
immunitaria (Mittelbrunn et al. 2011).
2.1 Virus e miRNA
Un virus che infetti una cellula eucariota si troverà di fronte al problema di evitare il
meccanismo di soppressione dei suoi trascritti da parte del macchinario cellulare
associato  ai  miRNA.  Abbiamo  già  visto  come,  in  ogni  cellula  umana,  siano
costantemente attivi, in media, una cinquantina di miRNA (Cullen 2013), il  virus,
quindi, dovrebbe tendere ad evolversi in maniera da evitare sequenze riconosciute
dai  seed cellulari. Vengono messe in campo diverse strategie volte ad evitare il
silenziamento da parte di RISC. Alcuni virus presentano un pattern di distribuzione
nell'organismo  volto  ad  evitare  miRNA specifici,  altri  possono  avere  RNA con
strutture secondarie complesse, che quindi non permettono l'attacco di RISC, altri
ancora  hanno  proteine  che  mascherano  le  regioni  interessate  oppure  possono
agire direttamente sul patway dei miRNA in modo da impedirne il funzionamento
globale (Cullen 2013). Ce ne sono addirittura alcuni, come il virus dell'epatite C
(HCV), che sfruttano a loro favore la presenza di un miRNA specifico (Jopling et al.
2005; Machlin et al. 2011).
Oltre a rappresentare un pericolo, comunque, sono anche una grande opportunità
per un virus. Infatti rimodellano l'attività cellulare su vasta scala, colpendo centinaia
di bersagli (Lewin et al. 2010), con l'uso di  una regione di genoma non maggiore di
200 nt, il che è un'ottima cosa per un virus che ha la necessità di avere un genoma
ridotto. Sono una via di silenziamento proteico specifica e possono essere usati
contro quei geni che potrebbero interferire con la replicazione virale o contro i geni
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dell'immunità.  Infine, al  contrario delle proteine virali,  non sono,  e non possono
diventare, antigenici, dato che i miRNA virali non sono distinguibili da quelli cellulari
(Cullen 2006).
In  particolare,  come  vedremo,  sembra  che  possedere  miRNA  faciliti  il
mantenimento dello stato di latenza in virus come gli Herpesvirus (Cullen 2013B;
Pfeffer et al. 2004; Kincaid e Sullivan 2012).
Spesso i virus codificano per diversi miRNA. Negli Herpesvirus si hanno almeno 10
miRNA per  ogni  specie  (Kincaid  e  Sullivan  2012),  possono  essere  disposti  in
cluster, come in Epstein-Barr virus (EBV) (Cai et al 2006; Feederle et al. 2011; Seto
et al. 2010) oppure essere sparsi nel genoma con il proprio promotore unico come
in Cytomegalovirus umano (HCMV) (Dölken et al. 2010; Cullen 2013B). 
La grande distinzione che possiamo fare è tra 1) miRNA analoghi a quelli  della
cellula ospite, che hanno lo stesso seed e competono per gli stessi bersagli, e 2)
miRNA tipici dei virus. Il 15-26% dei miRNA virali sembra mimare i miRNA cellulari
(Kincaid  e  Sullivan 2012),  questo  ovviamente è vantaggioso per  il  virus poiché
trova  già  nella  cellula  un  patway  di  risposta  predisposto  e  così  può  interagire
contemporaneamente con più sequenze evolutivamente conservate.
EBV è stato uno dei virus più studiati per quanto riguarda la produzione di miRNA e
si è visto che può agire in molti modi diversi, sia sfruttando small RNA prodotti da
lui stesso sia controllando l'espressione di quelli cellulari (Lu et al. 2008, Barth et al.
2008, Cai et al 2006).
Il virus esprime almeno 23 miRNA durante la latenza. Questi miRNa sono arrangiati
in 2 cluster, 20 in un introne del gene virale BART, mentre altri 3 sono vicini al gene
BHRF1 (Barth et al. 2008, Cai et al 2006). Tutti e due i cluster sono espressi nelle
prime fasi dell'infezione, durante lo stato di latenza caratteristico degli Herpesvirus,
ma  il  cluster  BART  viene  espresso  più  precocemente  (Cai  et  al  2006),  A
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dimostrazione che il pattern dei miRNA è finemente regolato nei virus. Le funzioni
di alcuni di questi miRNA sono state studiate in maniera approfondita: almeno 2 di
questi  vanno  ad  interferire  con  il  sistema  pro-apoptotico  della  cellula;  BART5
inibisce  PUMA  (p53  upregulated  modulator  of  apoptosis)  (Choy  et  al.  2008)
favorendo la  sopravvivenza della  cellula  infetta,  un'altra  proteina  pro-apoptotica
Bim, invece, della famiglia delle Bcl-2, ha molti siti di legame nel suo 3'UTR per
miRNA BART (Marquitz  et  al.  2011).  In  questo  modo EBV,  durante la  latenza,
protegge  i  linfociti  B  che  sono  il  suo  reservoir  in  vivo  e  ne  garantisce  la
sopravvivenza. Altri  miRNA del  cluster BHRF1, invece, sono legati  alla capacità
trasformante del virus, costrutti virali privi di questo cluster non sono in grado di far
mantenere  a  linfociti  B  infettati  il  normale  tasso  di  crescita  e  replicazione,  la
capacità trasformante del virus, inoltre si riduce di 20 volte (Feederle et al. 2011).
Non sembra comunque che i  miRNA abbiano effetti  sul  ciclo virale o sull'uscita
dalla latenza (Seto et al. 2010).
Anche altri virus umani producono miRNA che influenzano il ciclo delle cellule in cui
si trovano in stato di latenza. È il caso, ad esempio del virus associato al sarcoma
di  Kaposi  (KSHV),  che  produce almeno 12  miRNA,  uno dei  quali  inibisce  p21
induttore  dell'arresto del  ciclo  cellulare  tramite la  via di  p53 (Gottwein e Cullen
2010)
I miRNA di EBV non sono solo diretti contro proteine cellulari, BART2, ad esempio,
ha come bersaglio la DNA polimerasi virale BALF5, il  cui mRNA viene clivato e
degradato  (Barth  et  al.  2008).  Questa  è  una  strategia  niente  affatto  unica  nel
panorama virale, anche Herpes Simplex virus 1 (HSV1), durante la sua latenza nei
neuroni dei gangli sensori, codifica per un solo Latency Associated Transcript che
contiene diversi miRNA, uno dei quali è diretto contro un attivatore trascrizionale
virale (Umbach et al.  2008).  I  virus, come si vede, sono in grado di  sfruttare il
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macchinario cellulare di inibizione per regolare finemente i loro livelli di traduzione.
Simian Virus 40 (SV40) usa questo sistema per ridurre la suscettibilità delle cellule
infettate all'azione di linfociti T citotossici (CTL), in questo caso un miRNA espresso
tardivamente porta al clivaggio dell'mRNA di una proteina precoce, l'antigene T, che
non è più necessario per la replicazione virale ma che è bersaglio dell'immunità
adattativa (Sullivan et al. 2005).
L'evasione immunitaria sembra essere tra le prime esigenze di un virus con lunghi
stati  di  latenza come gli  Herpesvirus,  molti  miRNA unicamente virali  sembra  si
siano  evoluti  a  questo  scopo;  un  bersaglio  particolarmente  colpito,  da  diversi
Herpesvirus, è MICB (MHC-class I polypeptide related sequence B) (Nachmani et
al. 2009) una proteina prodotta in caso di di stress che viene percepito dalle cellule
Natural Killer (NK) grazie al ligando NKGD2 (Stern-Ginossar et al. 2007), Questo
riduce il tasso di cellule infette riconosciute dall'immunità innata. Cytomegalovirus
di  topo mancante per  2  miRNA,  in  vivo,  ha un'espressione ridotta  nelle  cellule
salivari, che sono organi essenziali per la persistenza del virus, e questo sembra
proprio essere dovuto all'azione di NK e linfociti T CD4+  (Dölken et al. 2010). Un
altro miRNA di Cytomegalovirus ha come obbiettivo la riduzione del funzionamento
del  complesso  maggiore  di  istocompatibilità  di  tipo  I  (MHC-I),  un  miRNA
proveniente dalla regione US2-11 del  virus inibisce la produzione della proteina
ERAP1 (Endoplasmic Reticulum AminoPeptidase 1) che serve per il caricamento
dei peptidi su MHC, in questo modo si riduce il tasso di presentazione di proteine
virali ai linfociti T CD8+ (Kim et al. 2011).
Oltre a produrre smallRNA, EBV, modifica l'azione dei miRNA cellulari grazie a una
delle  proteine  codificate  durante  la  latenza,  LMP1,  che  va  ad  aumentare
l'espressione di miR-155 endogeno (Lu et al. 2008). Il miR-155 è un fattore chiave
nel  differenziamento  delle  cellule  linfoidi  e  mieloidi,  oltre  alla  maturazione  dei
36
linfociti  porta  anche  alla  proliferazione  di  granulociti  e  monociti;  le  popolazioni
sovrastimolate  da  miR-155  mostrano  caratteristiche  patologiche  di  neoplasia
mieloide e miR-155 è overespresso nel midollo osseo di pazienti con alcuni tipi di
leucemia (Thai et al. 2007; O'Connel et al. 2008) nel caso di EBV miR-155 viene
stimolato  in  quanto  attenua  il  signaling  di  NF-κB,  importante  nella  risposta
immunitaria, oltre che per il ruolo nell'immortalizzazione delle cellule infette (Lu et
al.  2008).  MiR-155 ha una funzione così  importante nella proliferazione e nella
prevenzione della morte cellulare che diversi virus hanno sviluppato dei miRNA che
ne mimano la funzione; miR-K12-11 di KSHV mostra una significativa omologia con
miR-155  e  ha  la  stessa  regione  seed,  il  ruolo  eziologico  di  miR-155  nella
trasformazione delle cellule B suggerisce che  miR-K12-11 potrebbe essere una
delle cause dell'oncogenicità del virus. Ad ulteriore riprova dell'importanza e della
pericolosità dei miRNA virali che mimano miR-155, il virus della malattia di Marek
(MD) nei polli perde la propria oncogenicità in vivo se viene deleto dal suo genoma
il miRNA ortologo di miR-155  (Zhao et al. 2011).
L'oncogenesi  non è  l'obbiettivo  primario  di  un  virus,  anzi,  può persino  risultare
dannosa  nel  caso  in  cui  porti  alla  morte  dell'ospite,  tuttavia  è  la  necessaria
conseguenza di un'azione virale che miri all'indebolimento del processo apoptotico
e ad un incremento della proliferazione cellulare.
Non  tutti  i  virus  usano  il  patway  dei  miRNA a  proprio  favore,  alcuni,  come  i
Poxvirus, con l'azione della loro poli(A) polimerasi poliadenilano i miRNA endogeni
causandone la degradazione indiscriminata (Backes et al. 2012), anche se questo
è un effetto  collaterale  dovuto  al  modo in  cui  il  virus  porta  alla  traduzione del
proprio genoma, probabilmente ha anche degli  aspetti  vantaggiosi. L'mRNA non
coding  altamente  strutturato  VA1  di  adenovirus,  invece,  blocca  tutti  i  processi
cellulari di RNAi, andando ad inibire l'esportazione nucleare o il processamento dei
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precursori competendo con i pre-miRNA endogeni (Lu e Cullen 2004).
HIV è un altro virus con una grande influenza sull'RNAi cellulare. La proteina Nef
prodotta da HIV, importante fattore di virulenza, che aumenta la proliferazione dei
corpi  multivescicolari,  probabili  siti  di  asseblaggio  del  complesso  miRNA-RISC,
lega  Ago2  con  2  motivi  conservati  GW,  in  questo  modo  Nef  causa  una
disregolazione su larga scala dei  miRNA cellulari  (Aqil  et  al.  2014).  Inoltre HIV
agisce anche a monte di RISC, andando ad influenzare il processamento dei pre-
miRNA; i domini ricchi di arginina di Tat e Rev, proteine prodotte da HIV, possono
sopprimere il processamento dei miRNA dipendente da Dicer (Ponia et al. 2013).
Le altre proteine del patway di miRNA non sono inibite, sembrano infatti importanti
per l'infettività di  HIV e la sua resa, è probabile che HIV produca miRNA Dicer
indipendenti e che, in questo modo, li favorisca rispetto a quelli cellulari (Ponia et
al. 2013; Squillace et al. 2014).
Un caso molto particolare di interazione tra virus e miRNA è quello di HCV, cui
abbiamo già accennato precedentemente, miR-122, espresso specificamente nelle
cellule di fegato, è un miRNA endogeno che facilita la replicazione di HCV. miR-122
forma un complesso inusuale  con il  genoma virale,  andando a legarne il  5',  in
questo modo, probabilmente lo protegge dalla degradazione da parte del sistema
immunitario innato dell'ospite (Machlin et al. 2011), senza questo miRNA c'è una
marcata riduzione della replicazione virale (Jopling et al. 2005). Questo potrebbe
essere uno dei motivi per cui HCV è un virus epatico.
Ci risulta chiaro come, durante l'evoluzione, i virus, che forse fra tutti gli organismi
sono quelli più pronti a rispondere alle sfide dell'adattamento, siano riusciti non solo
a evitare il sistema dell'RNAi, che potrebbe essere un meccanismo molto efficace
per eliminare RNA estraneo, ma, spesso, a sfruttarlo a proprio favore, per facilitare
la propria sopravvivenza.
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EBV riesce addirittura a sfruttare il fatto che molti miRNA cellulari vengano inclusi in
esosomi  che  possono  passare  all'esterno  della  cellula  ed  essere  assorbiti  da
cellule nelle vicinanze, in questo modo è in grado di estendere l'azione dei suoi
miRNA anche a cellule che non sono infette, creando un ambiente favorevole al
mantenimento della latenza (Pegtel et al. 2010).
2.2 miRNA in TTV
TTV è un virus a DNA, in grado di replicarsi nel nucleo delle cellule, che ha una
lunghissima persistenza dell'organismo, anche se non un vero e proprio periodo di
latenza. Con queste caratteristiche è facile immaginare che possa produrre uno o
più miRNA adibiti al controllo dell'ambiente cellulare. In uno studio del 2013 Kincaid
e collaboratori, hanno identificato, con un metodo computazionale, delle sequenze
di DNA virale che potevano dare uno stem-loop e che si sono poi rivelate essere
proprio codificanti per miRNA (Kincaid et al. 2013). 
Una delle domande ancora aperte più interessanti  che riguardano TTV è come
riesca a stabilire  un'infezione cronica evadendo il  sistema immunitario,  forse la
scoperta di questi miRNA potrebbe gettare una nuova luce su questi meccanismi,
aiutandoci a comprendere l'effetto che l'infezione di TTV ha sul sistema immunitario
dell'individuo.
La ricerca di sequenze per miRNA si è concentrata in zone del genoma prive di
ORF, in particolare tra la sequenza di poliadenilazione e il promotore canonico. In
praticamente tutti i TTV, ma non nei TTMV o nei TTMDV, sono state trovate una o
due sequenze codificanti miRNA. Una volta verificato che, clonate in un vettore e
inserite  in  HEK293  queste  sequenze  davano  effettivamente  un  trascritto  della
lunghezza corrispondente,  e  che  la  sequenza era  quella  attesa  (Kincaid  et  al.
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2013), Kincaid e collaboratori, usando un sistema di coltura virale messo a punto
per tth8 (Leppik et al. 2007), hanno studiato in vivo la biogenesi e le funzioni del
miRNA tth8-miR-T1. Scoprendo, innanzi tutto, che si tratta di un miRNA prodotto
secondo i meccanismi della via canonica, trascritto dalla RNApol II e processato da
Drosha e Dicer prima di entrare a far parte del complesso RISC. È risultato che non
si tratta di un miRNA necessario per la replicazione virale ma, confrontando i geni
con una sequenza complementare al  seed con mRNA inibiti  nelle cellule,  in un
saggio con microarray, sono stati trovati 16 geni candidati che potrebbero subire
inibizione traduzionale (Kincaid et al. 2013). In particolare è stato studiato il ruolo di
Tth8-miR-T1 nell'inibizione di N-Myc e STAT interactor (NMI), un gene stimolato
dall'interferone (ISG), che regola il  signaling di STAT, la funzione di N-Myc ed è
implicato nell'apoptosi virus-indotta (Kincaid et al. 2013; Fillmore et al. 2009; Bao e
Zervos  1996).  NMI  interagisce  con  tutti  gli  STAT,  tranne STAT2,  e  aumenta  la
traduzione di proteine indotte, ad esempio, da IL-2, e IFN-γ (Fillmore et al. 2009).
NMI è anche implicato nell'inibizione del signaling di Wnt/β-catenina che attiva c-
Myc,  sembra che,  l'espressione costitutiva  di  NMI  in alcuni  tumori  ne riduca la
crescita e ne diminuisca l'abilità di invasione dei tessuti (Fillmore et al. 2009B). NMI
è anche associato a BRCA1, con cui recluta c-Myc che, in questo modo, non può
attivare il gene della human telomerase reverse transcriptase (hTERT)  una delle
cause del cancro al seno (Li et al. 2002).  
Tth8-miR-T1 in cellule HeLa diminuisce del 25% la produzione della proteina NMI
e,  più  in  generale,  diminuisce  di  circa  il  40%  la  traduzione  di  geni  con  IFN-
stimulated response elements (ISRE), diminuzione simile a quella ottenuta con un
siRNA contro  NMI  (Kincaid  et  al.  2013).  Ovviamente  non possiamo sapere  se
questi effetti osservati siano da attribuire esclusivamente alla presenza del miRNA
o se  il  virus  stesso,  con  altri  meccanismi  ancora  sconosciuti,  possa  ridurre  la
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risposta cellulare a Interferon. Tth8-miR-T1 sembra anche aumentare la crescita di
PBMC infettate da TTV in risposta ad Interferon, alla fine della curva di crescita
cellule con TTV contenente il suo miRNA funzionale sono 10 volte più vitali (Kincaid
et al. 2013).
TTV è il primo virus ssDNA che si scopre avere miRNA. Questo miRNA che agisce
sul sistema immunitario andando a diminuire la risposta cellulare all'infiammazione
potrebbe essere uno dei modi con cui TTV evita l'eliminazione da parte del sistema
immunitario e porta avanti  un'infezione cronica. Il  fatto che NMI sia implicato in
diversi patway potenzialmente oncogenici potrebbe farci pensare che TTV non sia
un virus così innocuo come la sua grande distribuzione nella popolazione potrebbe
farci pensare. Non tutti i possibili bersagli di  Tth8-miR-T1  sono stati investigati e
non possiamo ancora essere sicuri che questo miRNA non abbia anche ulteriori
funzioni  non  canoniche,  come  quella  di  migliorare  il  sito  di  terminazione  della
trascrizione grazie al suo stem-loop. Inoltre, dato che la regione di TTV in cui è
contenuto Tth8-miR-T1 sembra essere trascritta in entrambe le direzioni, i miRNA
potrebbero  servire  a  evitare  la  formazione  di  dsRNA,  prodotto  potenzialmente
riconosciuto  dal  sistema  immunitario.  Come  per  il  resto  del  suo  genoma,  la
porzione codificnte miRNA è molto eterogenea tra i TTV, altri genotipi potrebbero
codificare miRNA con bersagli diversi da quelli di Tth8-miR-T1 (Kincaid et al. 2013).
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3. Materiali e Metodi
3. 1 Raccolta campioni
In questo lavoro di tesi sono stati analizzati un totale di 100 campioni provenienti da
86 pazienti diversi. Tutti i pazienti sono stati inseriti nello studio dopo la firma di un
consenso informato.
I soggetti sono stati selezionati in base alla loro patologia, avendo cura di inserire
anche dei pazienti sani. I campioni sono così suddivisi:
• n 18 pazienti positivi per il virus dell'epatite B (HBV)
• n 15 pazienti positivi per HCV
• n 18 pazienti positivi per HIV
• n 11 pazienti con sclerosi multipla (MS)
• n 7 pazienti che avevano subito trapianto (3 di fegato;4 rene/pancreas)
• n 17 pazienti sani.
Nel  caso  dei  pazienti  con  MS è  stata  considerata anche in  numero  di  dosi  di
Natulizimab (1 dose=300mg) assunta da ogni soggetto.
I pazienti sono stati tutti sottoposti a prelievo di sangue, quelli che avevano subito
trapianto a diverse date, più o meno vicine all'operazione.
I campioni di sangue ottenuti sono stati centrifugati a 1800 x g per 10 minuti, in
modo da separare la parte cellulare dal plasma che è stato prelevato e aliquotato in
provette  da  0.5  ml   che  sono  state  immediatamente  trasportate  al  nostro
laboratorio, dove sono state conservati a -80°C fino all'estrazione di DNA e RNA. 
Le  PBMC,  prelevate  esclusivamente  dai  pazienti  positivi  per  HIV,  sono  state
ottenute da 8 mL di sangue intero in EDTA. Le PBMC sono state isolate mediante
centrifugazione a 300 x g per 20 min in un gradiente di polimero Ficoll in rapporto
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1:1 con il sangue. Dopo un lavaggio con tampone fosfato salino (PBS) mediante
una seconda centrifugazione a 300 x g per 10 min, sono state risospese in 400 μL
di  PBS. Le cellule sono state poi  contate mediante camera di  Burker usando il
colorante Tripan Blue e è stata fatta un'aliquota di 200 μL contenente 2x106 cellule
per l'estrazione dei miRNA
3. 2 Estrazione del DNA dal plasma
L'estrazione del DNA dal plasma è stata eseguita con un QUIamp DNA Mini Kit
(QIAGEN,  Venlo,  NL)  che  permette  la  purificazione del  DNA totale  (genomico,
virale, mitocondriale...) da campioni di diverso tipo. Come da protocollo sono stati
utilizzati  200 μl  di  campione e tutti  i  reagenti  sono stati  aggiunti  a temperatura
ambiente. 
Per prima cosa al  campione, contenuto in una Eppendorf  da 1,5 ml,  sono stati
aggiunti 20 μl di Proteasi QIAGEN (proteinasi K, 20mg/ml) e 200 μl di Buffer AL, in
modo da lisare proteine e membrane cellulari rimaste dopo la centrifugazione, dopo
l'aggiunta di  ogni  buffer  è stata eseguita una vortexata di  qualche secondo per
garantire un corretto miscelamento delle soluzioni e una breve centrifugazione per
rimuovere le gocce da sotto il  tappo.  Per ottimizzare la lisi  il  campione è stato
lasciato in incubazione a 56°C per 10 min in un bagno precedentemente scaldato.
Dopo  l'incubazione  la  provetta  è  stata  brevemente  centrifugata  in  modo  da
rimuovere la condensa formatasi sulle pareti. A questo punto si aggiunge, sempre
nella stessa Eppendorf, 200 μl di etanolo 100% al fine di ottenere la precipitazione
degli acidi nucleici in soluzione. La miscela così ottenuta è stata poi trasferita in
una QIAamp Mini spin column, da 2 ml, facendo attenzione che punta della pipetta
non tocchi la membrana. La membrana contenuta nella spin column contiene un
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gel di silice con alta affinità per acidi nucleici, nelle condizioni di pH e salinità del
nostro  campione,   è  quindi  in  grado di  trattenere la  totalità  del  DNA lasciando
defluire proteine,  lipidi  e  altre  impurità.  La colonnina viene allora  centrifugata a
6000 x g per 1 min, con sotto è una provetta da 2 ml per lo scarico del materiale di
scarto. A questo punto avremo il DNA intrappolato nella membrana di silice della
spin  column.  Per  essere  sicuri  della  purezza  dell'estratto,  prima  di  procedere
all'eluizione, vengono effettuati 2 lavaggi, il primo con 500 μl di Buffer AW1 (20 mM
di NaCl, 2 mM di Tris-HCl, pH 7.5 e etanolo al 57%), centrifugando la colonnina a
6000 x g per 1 min. Il secondo con 500 μl di Buffer AW2 (20 mM di NaCl, 2 mM di
Tris-HCl, pH 7.5 e etanolo al 70%) seguito da centrifugazione a velocità massima
(20000 x g) per 3 min. 
Finito  il  secondo  lavaggio  è  stata  fatta  un'ulteriore  centrifugazione,  a  velocità
massima per 1 min, senza l'aggiunta di nessun buffer, in modo da asciugare la
membrana e rimuovere i residui di buffer e di etanolo rimasti.
A questo punto viene posta una eppendorf da 1,5 ml pulita e autoclavata sotto la
colonnina in cui sono stati aggiunti 55 μl di Buffer AE (10 mM Tris-HCl, 0.5 mM
EDTA, pH 9) , che è il buffer di eluizione, e viene lasciato a incubare per 5 min a
temperatura ambiente. Il Buffer AE, cambiando le condizioni di pH e salinità della
membrana  ne  permetterà  il  distacco  dal  DNA,  che  sarà  quindi  eluito  nella
successiva centrifugazione.
L'eluato finale che è stato ottenuto dopo una centrifugazione a 6000 x g di 1 min,
viene conservato a -20°C fino al suo utilizzo.
3. 3 Estrazione dell'RNA da plasma
L'estrazione viene effettuata con un Plasma/Serum Circulating and Exosomal RNA
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Purification Mini Kit (Norgen Biotek Corp., Thorold, ON, Canada) che permette di
ottenere RNA circolante nel plasma o contenuto in esosomi. Il  kit è basato sulle
capacità della resina Norgen di creare una matrice di separazione e può isolare
RNA di  tutte le lunghezze,  compresi  i  miRNA. L'operazione di  estrazione viene
portata avanti in un ambiente quanto più possibile sterile e privo di contaminazioni
biologiche che potrebbero portare alla presenza di  RNAsi  e tutto il  processo di
estrazione viene eseguito nel  minor tempo possibile.  Per l'estrazione sono stati
usati 0.25  μl di plasma, la quantità minima suggerita dal kit, per una questione di
disponibilità del campione. 
Prima di tutto le soluzioni PS A, B e C vengono preriscaldate a 60°C, poi, in una
provetta Falcon da 50 ml, vengono miscelati 0.2 mL di soluzione PS A e 0.3 mL di
soluzione PS B (cui sono stati aggiunti 3 μL di β-mercaptoetanolo) . La PS A è una
miscela resinosa, bisogna fare attenzione a miscelarla bene prima di prelevarla e
quando  vi  si  aggiungono  altri  buffer,  in  modo  da  avere  sempre  un  composto
omogeneo nella provetta.  Nella Falcon vengono aggiunti  poi  0.25mL del  nostro
campione e il tutto viene vortexato per almeno 15 secondi, poi incubato a 60°C per
10  min.  Questo  passaggio  ha  lo  scopo  di  degradare  proteine  e  rompere  le
membrane cellulari e endosomiche e intrappolare l'RNA nella resina della soluzione
PS A. 
Dopo l'incubazione vengono aggiunti alla miscela 0.75 mL di etanolo 100%, per far
precipitare gli acidi nucleici, e viene vortexata di nuovo. A questo punto la miscela
viene centrifugata per  30 secondi  a  100 x  g  e  viene eliminato  il  sovranatante,
facendo  attenzione  a  lasciare  intatto  il  pellet  resinoso  in  fondo  alla  provetta.
Vengono aggiunti 0.3 mL di soluione PS C e vortexato per 15 sec, dopo di che
viene messa in incubazione la Falcon per 10 min a 60°C, in questo modo si fa sì
che l'RNA venga liberato dalla resina. Dopo l'incubazione vengono aggiunti altri 0.3
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mL di etanolo 100% e viene vortexato energicamente. A questo punto il contenuto
della Falcon viene trasferito in una Mini Filter Spin Column (650 μL per volta) la
colonnina viene centrifugata a 18000 x g per 1 min, tutto quello che è passato
attraverso il filtro è sostanza di scarto. 
Nel filtro di silice della spin column si avrà l'RNA, dopo 3 passaggi di lavaggio, con
400 μL di Wash Buffer fatto passare nella colonnina con un centrifugazione di 1 min
a 18000 x g, e l'asciugatura della membrana dai residui di buffer e etanolo con una
centrifugazione finale a vuoto di 3 min a 18000 x g. Il tubino usato viene gettato via
e viene sostituisco con uno pulito da 1.5 mL. Sulla membrana vengono versati 100
μL di Eluition Solution e il tutto viene centrifugato prima per 2 min a 400 x g e poi 3
min a 18000 x g. A questo punto ho si ottiene l'eluato con l'RNA di interesse, si ha
cura di tenerlo sempre in ghiaccio nel trasporto e viene conservato a -80°C fino al
momento dell'utilizzo.
3. 4 Estrazione di miRNA da PBMC
L'estrazione di miRNA da PBMC viene effettuata con il kit mirVana miRNA Isolation
Kit  (Life  Technologies,  Carlsbad,  CA,  USA),  un  kit  specifico  per  l'estrazione  di
smallRNA che prevede una prima estrazione organica e poi un doppio filtraggio con
una membrana di silice in condizioni sempre più stringenti. 
Si parte da circa 2x106 cellule risospese in 200 μL di PBS e successivamente si
centrifugano a 450 x g per  10 minuti  per  ricavarne il  pellet.  A questo vengono
aggiunti  600 μL di  Lysis/Binding Buffer e si vortexa vigorosamente per lisare le
cellule, ottenere un composto omogeneo e bloccare le RNAsi. 
Si  aggiungono 60 μL di  miRNA Homogenate Additive  e  si  vortexa nuovamente
prima di mettere in incubazione in ghiaccio per 10 min. Vengono aggiunti 600 μL di
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Acid-Phenol:Chloroform, facendo attenzione a prelevarlo dal fondo del flacone. Si
centrifuga per 30 sec a 10000 x g, se la fase solida risulta ben compatta sul fondo
e il sovranatante è limpido, viene prelevata, con molta attenzione, la fase acquosa
e, trasferendola in una provetta pulita, se ne annota il volume. 
Viene aggiunta, nella nuova provetta, una quantità di etanolo 100% pari a 1/3 del
volume  totale  del  sovranatante  e  si  miscela,  la  quantità  di  etanolo  per  la
precipitazione degli acidi nucleici è ridotta, in questo modo avremo la precipitazione
solamente degli mRNA più grandi, in una prima fase, permettendoci di arricchire la
nostra popolazione di miRNA nell'eluato finale.
La  miscela  viene  ora  filtrata  attraverso  un  Filter  Cartridge  (700  μL  per  volta)
centrifugando a 10000 x g per 15 sec circa. In questo caso quello che interessa è il
filtrato e non quello che rimane sulla membrana. Viene misurato il volume totale del
filtrato e si aggiunge un volume di etanolo 100% pari, questa volta, ai 2/3 del totale.
Come prima si applica la miscela ad una nuova Filter Cartridge e centrifugo per 15
sec a 10000 x g. Questa volta viene gettato via il filtrato e si procede con i lavaggi
della membrana. Il primo lavaggio viene fatto con 700 μL di Wash Solution 1, il
secondo e il terzo con 500 μL di Wash Solution 2/3, centrifugando sempre a 10000
x g per  15 sec.  Infine si  centrifuga per  1  min la  colonnina vuota,  in  modo da
asciugare il filtro. A questo punto viene trasferita la Filter Catridge in un tubino pulito
e l'RNA viene eluito con 100 μL di H20 sterile DNA/RNAsi-free preriscaldata a 95%
e centrifugo per 30 sec a 18000 x g. I miRNA così estratti vengono poi conservati a
-80°C fino al loro successivo utilizzo.
3. 5 Quantificazione DNA/RNA al Nanodrop
La quantificazione del DNA/RNA contenuto nel nostro eluato è stata effettuata con
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un  NanoDrop  Lite  Spectrophotometer  (Thermo Fisher  Scientific,  Waltham,  MA,
USA).  La  macchina  è  stata  tarata  con  il  buffer  di  eluizione  specifico  di  ogni
estrazione, ogni  misurazione viene effettuata in doppio con 1 μL di campione e
viene considerata esatta la media delle due misurazioni.  L'eluato è considerato
sufficientemente puro quando il rapporto 260/280 ≥ 1.8. 
3. 6 Sintesi del cDNA da miRNA
La sintesi  del  cDNA è  stata  ottenuta  con  una
Reverse  Transcriptase  (RT)  PCR che prevede
l'uso di  primer stem-loop, migliori,  in  termini  di
efficienza e specificità, per i miRNA (Chen et al.
2005). Il  primer stem-loop fornisce esso stesso
un ds da cui la RT può cominciare a sintetizzare
i  filamenti,  inoltre  fornisce  una  sequenza  nota
iniziale sulla quale potranno essere disegnati  i
successivi primer per le varie PCR (Figura 1.3). 
Con  questo  metodo  basterà  che  solo  pochi
nucleotidi  del  miRNA  siano  complementari  al  primer,  in  questo  modo  potrò
retrotrascrivere contemporaneamente diversi miRNA prodotti da TTV dello stesso
genogruppo.
La miscela per la RT PCR, preparata in una cappa sterile in una stanza separata in
cui non vengono caricati i campioni. Il kit usato per la reazione è il TaqMan Small
RNA Assays (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
La miscela di ogni reazione contiene:
• 0.2  μL di dNTPs (100 mM)
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FIGURA  1.3:  Descrizione  schematica
della sintesi del DNA seguita dalla Real-
Time PCR (Chen et al. 2005)
• 1.2 μL di MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/μL)
• 1.6 μL di Reverse Transcription Buffer
• 0.25 μL di RNase Inhibitor, 20 U/μL
A questo punto si porta la mia miscela ad un volume totale di 12 μL, aggiungendo
H2O  (nuclease-free)  e  10  ng  RNA,  da  campioni  e  standard,  in  base  alla
quantificazione  ottenuta  dal  NanoDrop.  Le  provette  vengono  poi  centrifugate  a
6000 x g per un minuto, in modo da avere tutti i reagenti concentrati sul fondo e
facilitare in questo modo la reazione, dato che i miRNA potrebbero essere molto
poco abbondanti,.  A questo punto vengono aggiunti  3 μL del primer miR-t1g1 o
miR-t2g1 (20 Μm), forniti dalla ditta, ottenendo un volume finale di 15 μL. 
La ciclizzazione termica è  portata avanti  su un T100 Thermal  Cycler  (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) con questo profilo termico:
3. 7 Real-Time PCR per TTV
Per valutare la presenza di TTV e la sua numerosità nel campione si esegue una
Real-Time PCR sugli  estratti  di  DNA dal  plasma con primer  e  probe universali
comuni a tutti i genogruppi di TTV. La tecnica di Real-Time usata si basa sull'attività
5'-3'  esonucleasica della  DNA polimerasi  termostabile che viene usata.  Oltre ai
normali primer, infatti, nella miscela, viene messa anche una sonda fluorescente, la
cui fluorescenza verrà attivata dalla degradazione da parte della polimerasi e, la
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lettura della fluorescenza permette di conoscere il numero di ampliconi presenti con
un'elevata sensibilità e specificità.
La  sonda,  che  è  complementare
alla  parte  centrale  della  nostra
sequenza  da  amplificare,
possiede al 5' un fluoroforo detto
reporter,  nel  nostro caso si tratta
di  FAM  (6-carbossifluorescina),
che però non emette fluorescenza
finché si  trova  nelle  vicinanze di
un  quencher (TAMRA;
tetrametilrodamina)  che  è  legato
al 3' della sonda. Quindi finché la
sonda  rimane  intatta,  per  un
fenomeno  di  FRET (Fluoresence
Resonance  Energy  Transfert),
non ho alcun segnale, la fluorescenza emessa dal  reporter viene completamente
assorbita dal quencher che la riemette a sua volta, però in modo più debole e fuori
dal nostro spettro di lettura.
Nel momento in cui la sonda si lega su una sequenza in via di amplificazione la
polimerasi, che ha attività esonucleasica, la degrada a partire dal 5' (il fluororcromo
è disegnato in modo da non inibirne l'azione) rilasciando il  reporter  che può, a
questo punto, emettere. In questo modo la fluorescenza emessa ad ogni ciclo sarà
direttamente proporzionale al numero di copie amplificate.
Il  segnale  di  fluorescenza deve essere  captato  in  tempo reale  da  un  apposito
strumento, ponendo su un grafico l'intensità della fluorescenza e il numero di cicli di
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FIGURA  2.3:  Schema  di  reazione  della  Real-Time  PCR.
(http://technologyinscience.blogspot.it)
amplificazione svolti  vedremo che avremo una sigmoide con un andamento del





       PCR     R Slope y-Intercept
Efficiency(%)     Squared
      100,2     0,999 -3,317 39,511
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plateau  alla  saturazione  della  reazione.  Se  nella  piastra  di  reazione  mettiamo
anche degli standard a concentrazione nota siamo in grado di disegnare una retta
di  taratura  che  ci  permette  di  stabilire  il  numero  di  copie  di  TTV  nel  nostro
campione. Perché la procedura risulti eseguita in modo corretto, e quindi i risultati
siano  attendibili,  la  retta  di  taratura  deve  avere  un'efficienza  intorno  al  100%,
R2>0.9 e una slope ~ 3.32  (se vengono usati standard diluiti 1:10).
Nel nostro caso l'andamento della fluorescenza è stato misurato e interpretato con
Icycler iQ5 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), formato da: termociclizzatore, lampada
laser  per  l'eccitamento  del  fluoroforo,  rilevatore  di  fluorescenza  e  software  per
l'interpretazione dei dati. Le misure di fluorescenza vengono prese al ciclo soglia
ottimizzato  in  base all'efficienza.   L'acquisizione dell'intensità  della  fluorescenza
avviene a 50°C.
La miscela di reazione, volume finale 25 μL, è costituita da:
• 12.5 μL Universal Master Mix 2X (Life Technologies, Carlsbad; CA, USA;
contiene  polimerasi  AmpliTaq  Gold™,  enzima  AmpErase  uracil-N-
glycosilase (UNG) e nucleotidi, in cui dTTP è sostituito da dUTP, incorporato
nella sintesi TaqMan al posto di dTTP)
• 1.125 μL primer AMT_S (20 μM; 5'GTG CCG IAG GTG AGT TTA3')
• 1.125 μL pimer AMT_AS (20 μM; 5'AGC CCG GCC AGT CC3')
• 0.05 μL sonda AMT_P (50 μM; 5’FAM-TCA AGG GGC AAT TCG GGC T-
TAMRA3')
• 5 μL DNA estratto
e H2O sterile per arrivare a volume. Il caricamento dei campioni viene effettuato in
una  stanza  diversa  da  quella  in  cui  è  stata  preparata  la  mix  per  evitare
contaminazioni.  Ogni  campione  viene  testato  in  doppio  e  viene  considerata  la
media delle due misure, nel caso le misure risultino discordanti di più di un'ordine di
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grandezza  il  campione  viene  nuovamente  testato  in  doppio.  In  ogni  piastra  di
reazione mettiamo 2 controlli negativi (mix con  H2O al posto del DNA).
L'enzima AmpErase UNG taglia l'uracile incorporato nel DNA a doppio filamento,
questo  enzima  viene  attivato  a  50°   e  inattivato  irreversibilmente  dalle  alte
temperature  nel  primo  ciclo  di  amplificazione,  in  questo  modo  provvede  ad
eliminare tutti i trascritti aspecifici portati avanti dalla AmpliTaq (che incorpora dUTP
e non dTTP) prima che la reazione sia messa in macchina, in modo da aumentare
la specificità del metodo. 
Il limite di sensibilità del metodo è di 100 copie di DNA per mL di plasma.
Il profilo termico della reazione è:
3.8 Real Time PCR per miRNA
La tecnica utilizzata per l'amplificazione Real Time del cDNA ricavato dai miRNA
estratti è sostanzialmente la stessa utilizzata sull'estratto di DNA. Anche in questo
caso i campioni vengono caricati, in doppio, in una stanza diversa da quella dove è
stata preparata la mix, con 2 controlli negativi.  La miscela, in ogni provetta, ha un
volume totale di 20  μL:
• 10  μL  Universal Master Mix 2X (Life Technologies, Carlsbad; CA, USA)
• 1 μL primer  miR-t1g1 o  miR-t2g1  Forward  e  Reverse  (20μM;  sequenza
fornita da Life Technologies)
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• 0.02 μL sonda  (50 μM; sequenza fornita da Life Technologies)
• 5 μL cDNA 
• 2.98 μL H2O sterile.
Il profilo termico della reazione è:
Gli standard amplificati hanno rispettivamente sequenza  5'-AAG UAG  CUG ACG
UCA AGG AUU-3' G per miR-t1g1 e  5'-AAG UCA CGU GGU GGG GAC CCG C-3'
per miR-t2g2.
Il limite di sensibilità del metodo è di 10 copie/ng di RNA.
3.9 PCR genogruppo specifica
Sui campioni di DNA estratti da plasma e risultati positivi per TTV è stata eseguita
una  PCR-nested  genogruppo  specifica  per  identificare  quei  pazienti  che  sono
specificamente  positivi  per  il  genogruppo  1.  La  miscela  di  reazione,  in  ogni
provetta, per il primo step, è così composta:
• 5 μL Reaction Buffer (160mM (NH4)2SO4; 670 mM Tris HCl pH 8.8; 0.1%
Tween-20.)
• 1,5 μL MgCl2 (50 mM)
• 0.3 μL primer ORFG1-1 (100 μΜ; 5'AAC GAR GAC CTA GAC CTI TGT AGA
TA3')
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• 0.3 μL primer ORFTTV2 (100 μM; 5'CAG TTA GTG GTG AGC CGA  AA3')
• 0.1 μL dNTP (100mM)
• 0.25 μL  EuroTaq (EuroCLone, Pero MI, Italia; 5 U/μL)
• 5 μL di DNA estratto
La miscela è portata a volume (50 μL)  con H2O autoclavata sterile.  I  campioni
vengono caricati in una stanza diversa rispetto a quella in cui viene preparata la
mix.
Come termociclizzatore è usato un T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) con questo profilo termico:
Per il secondo step della reazione nested la miscela è identica ma si usano i primer
TTV5 (5'ACA GCC CCC AGC ATA CAT CC3') e ORF G1-4 (5'GTG AGC CGA ACG
GAT ATT A3'), in questo caso si caricano 5 μL del prodotto di PCR della prima
reazione. I cicli di amplificazione diventano 25, la temperatura di melting dei primer
rimane la stessa. 
3.10 Corsa elettroforetica su gel di agarosio
Per controllare l'esito della PCR gli amplificati vengono corsi su un gel di agarosio
al 2% con bromuro di etidio . Il prodotto di PCR viene miscelato con Loading Buffer
(0,25% blu  di  bromofenolo;  0,25% xilene cianolo;  30% glicerolo),  allo  scopo di
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renderlo colorato, e quindi più facilmente manipolabile, e appesantirlo in modo che,
nel gel, rimanga in fondo al pozzetto. Come tampone di corsa viene usato TAE 1X
e si applica un voltaggio di 90 mV per 25 minuti circa. Il gel viene poi osservato al
transluminatore a luce ultravioletta. Il bromuro di etidio, che nel gel si muove verso
il  polo negativo,  ha la capacità di  intercalarsi  nel  DNA, dato che, se esposto a
lunghezze  d'onda  intorno  ai  300  nm  emette  una  luce  rosa-arancio  quando
intercalato, permette di visualizzare la distribuzione del DNA nel gel. Confrontando
le bande con un marker del peso del DNA, che ho fatto correre in parallelo nello
stesso  gel,  posso  determinare  la  lunghezza  degli  amplificati  con  una  buona
precisione.
3. 11 Analisi statistica dei dati
Per comodità i valori di TTV ottenuti dalla Real Time PCR sono stati convertiti in
scala logaritmica in base 10, in modo da avere valori più facilmente maneggiabili.
I test statistici eseguiti non sono parametrici, data l'impossibilità di approssimare ad
una  distribuzione  normale  titoli  virali  e  concentrazione  di  miRNA.  Inoltre  la
numerosità campionaria era inferiore a 30. I valori sono stati ritenuti statisticamente
significativi quando p<0.05.
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4. Risultati e discussione
4.1 Presenza e titolo di TTV nel plasma
Su tutti  i  campioni  di  plasma è  stata  valutata  l  presenza e  la  quantità  di  TTV
mediante una  Real Time PCR disegnata con primer universali che sono in grado di
amplificare tutti i genotipi del virus conosciuti. 
I campioni sono stati considerati TTV-negativi quando il numero di copie per ml di
plasma risultava inferiore a 100 (pari a 2 log), limite di sensibilità del nostro test.
Su 100 campioni analizzati, 84 (84%) risultano positivi per TTV, con un titolo medio
di 4.1 log copie per mL di plasma, e una deviazione standard (DS) di 1,8 log copie
(Appendice A). Le condizioni cliniche dei pazienti presi in esame variavano, alcuni
erano positivi per HBV, HCV o HIV, altri erano affetti da sclerosi multipla o avevano
subito trapianto di fegato o di rene/pancreas. Altri ancora erano soggetti sani. Per
quanto riguarda i soggetti trapiantati, si trattava di 7 pazienti di cui disponevamo di
più prelievi effettuati nel post trapianto
L'analisi della prevalenza e dei titoli medi di TTV tra i vari gruppi di pazienti rivelava
alcune  differenze  (Tabella  1.4).  Tali  differenze  sono  state  valutate  usando  test
statistici non parametrici poiché i dati non sono distribuiti normalmente attorno ad
un valore medio e si hanno meno di 30 osservazioni per gruppo. 
Come atteso in  base a risultati  di  studi  precedenti,  il  titolo  di  TTV è maggiore
laddove  ci  sia  una  situazione  di  immunosoppressione  data  da  terapie
farmacologiche (pazienti con MS e Trapiantati) o indotta dalla presenza di altri virus
(pazienti HIV-positivi). TTV sembra avere anche un comportamento opportunista,
infatti il suo titolo aumenta in pazienti con un'altra infezione virale in corso (HBV,





POS (%) LOG COPIE / ml ± DS
HBV 18 17 (94.4%)            3.3 ± 0.5 * *
HCV 15 9 (60%)            4.4 ± 1.9 *
HIV 18 15 (83.3%)            3.9 ± 1.3 * * *
MS 11 10 (90.9%)            4.3 ± 0.9 * * * *
TRAPIANTATI 21 18 (85.7%)            6.3 ± 2.1 * * * *
SANI 17 15 (88.2%)            2.8 ± 0.5
*, **, ***, **** La media è significativamente più alta che nei pazienti sani, rispettivamente a p<0.05
p<0.025, p<0.01, p<0.001
I pazienti affetti da sclerosi multipla di questo studio sono sottoposti a trattamento
con Natalizumab (Biogen Idec,  Italia),  un anticorpo monoclonale che impedisce
l'adesione e la migrazione linfocitaria nei siti di infezione e favorisce l'apoptosi dei
linfociti T che non possono incontrare la cellula presentante l'antigene. L'inibizione
del sistema immunitario sarà quindi tanto più grande quanto maggiore è la dose del
farmaco somministrato. In tabella 2 sono riportate le copie di TTV in relazione al
numero di dosi di Natalizumab somministrate (Tabella 2.4). L'analisi di correlazione
con test di Spearman rho dimostra l'esistenza di una correlazione positiva  tra  TTV
e  la  dose  del  farmaco,  quindi  con  lo  stato  di  immunodepressione,  con  una
sicurezza del 90%. 
Tabella 2.4:











Calcolato con indice di Spearman p<0.10
Calcolato con indice di Pearson p=0.39
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4.2 Presenza del genogruppo 1 di TTV
Una PCR nested specifica per rilevare la presenza del genogruppo 1 di TTV è stata
eseguita sui campioni risultati viremici in Real Time PCR.
La  classificazione  presa  in  considerazione  per  la  definizione  dei  genogruppi  è
quella  di  Peng  e  collaboratori  (Peng  et  al.  2002),  in  questa  classificazione  il
genogruppo 1 contiene almeno 27 diversi genotipi.
Perchè un campione fosse considerato positivo deve essere ben visibile,  in gel
d'agarosio, una banda da 200 nt circa.
Non è stato possibile, per mancanza di campione residuale, esaminare i pazienti
affetti da MS.
Degli  87 campioni  studiati  60 (69%) sono risultati  positivi  per  il  genogruppo 1,
considerando solo i campioni viremivi per TTV, l'82% risultava infettato.
 I risultati sono in linea con quelli riportati da noi e da altri gruppi circa la prevalenza
del genogruppo 1, inoltre non appare alcun pattern di differente distribuzione del
gruppo 1 tra le varie patologie (Tabella 3.4) (Appendice A).
Tabella 3.4:
PAZIENTI N° N (%) POSITIVI PER G1
HBV 18 14 (77.8%)
HCV 15 7 (46.7%)
HIV 18 10 (55.6 %)
TRAPIANTATI 20 16 (80%)
SANI 17 13 (76.5%)
4.3 Quantificazione dei miRNA di TTV nel plasma
Per ricercare i  miRNA prodotti  da TTV siamo partiti  dal  lavoro di  Kincaid et  al.
(2013) che, oltre ad individuare il miRNA  prodotto dall'isolato tth8 di genogruppo 5
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avevano, con lo stesso metodo computazionale, analizzato anche il genoma degli
altri isolati di TTV. In questo studio si è scelto di procedere con l'amplificazione di
miRNA prodotti da TTV appartenenti al genogruppo 1, che è tra i più prevalenti in
Europa,  in  modo  da  essere  sicuri  di  trovare,  nella  popolazione  in  esame,  un
numero significativo di pazienti  positivi. Inoltre si sono scelti  miRNA che fossero
condivisi dal maggior numero di isolati, massimizzando così l'eventuale rilevazione
di microRNA  (Figura 1.4). 
Figura 1.4:
Allineamenti delle sequenze dei possibili miRNA ottenuti con BioEdit. I genotipi di TTV sono indicati con il loro
numero di accesso nel National Centre for Biotechnology Information (NCBI). A) sequenze dei pre-miRNA di
miR-t1g1 presuntivi,  con miRNA maturo evidenziato in verde scuro. B) sequenze dei pre-miRNA di miR-t2g1
presuntivi, con miRNA maturo evidenziato in verde chiaro. 
Lo scopo era,  infatti,  vedere se,  in  vivo, fossero  effettivamente prodotti  miRNA
maturi da parte di TTV. Lo studio di Kincaid et al., infatti, si limitava ad esaminare la
presenza di  miRNA in linee cellulari  trasfettate con vettori  contenenti  il  genoma
virale completo.
 A questo scopo sono stati scelti 2 miRNA che abbiamo chiamato miR-t1g1 e miR-
t2g1.  Le  sequenze  prototipo  dei  nostri  miRNA  provengono  rispettivamente
dall'isolato TWH (Accession number AF351132; nucleotidi da 3475 a 3552) (Figura
2.4) e Torque Teno Virus 1 (Accession number AB008394; nucleotidi da 3579 a
3657) (Figura 3.4).





Conformazione del pre-miR-t1g1, il riquadro verde scuro evidenzia il miRNA maturo.
Figura 3.4:
Conformazione del pre-miR-t2g1, il riquadro verde chiaro evidenzia il miRNA maturo.
scelti  vengono prodotti  entrambi  da uno stesso ceppo virale:  miR-t1g1 è più  a
monte di miR-t2g1 che si trova più vicino alla sequenza di inizio della traduzione,
entrambi comunque localizzati all'interno dell'UTR. 
Come vediamo il seed dei nostri miRNA non è identico a quello del miRNA di tth8
studiato  da  Kincaid,  tuttavia  con  miR-t1g1 ha  un  solo  nucleotide  di  differenza,
quindi non è da escludere che condividano lo stesso bersaglio.
I risultati ottenuti dimostrano che, effettivamente TTV è in grado di produrre miRNA
maturi in vivo: se ne trovano infatti un numero di copie significativo sia nel plasma
che neli PBMC esaminate.
Per quanto riguarda miR-t1g1, il 54% dei campioni di plasma dei pazienti esaminati
risulta produrlo, con una media di 378 copie/ng di RNA e un errore standard (ES) di
54 copie/ng.
miR-t2g1,  invece,  sembra  leggermente  meno  presente  nella  popolazione  e
prodotto a livelli minori: lo troviamo nel 43% dei campioni esaminati con una media
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di 132 copie/ng e un ES  di 14 copie/ng (Appendice A).
Il metodo di estrazione dell'RNA dal plasma da noi usato permetteva di ottenere sia
miRNA circolanti nel plasma associati a proteine che miRNA racchiusi in esosomi o
in altre vescicole membranose (come i corpi apoptotici).
Il fatto che miR-t1g1 e mi-t2g1 siano prodotti dagli stessi isolati ci fa pensare che,
per  qualche  motivo,  la  produzione  di  miR-t2g1  sia  meno  efficiente.  L'unica
differenza che vediamo, analizzando la sequenza, è nell'energia libera della forma
a  doppio  filamento:  ΔG=-34.1  per  miR-t1g1  e  -38.8  per  miR-t2g1.  La  forma  a
doppio filamento di miR-t2g1 quindi è più stabile, ma questo non dovrebbe creare
particolari  problemi  a  RISC  per  il  caricamento.  Comunque  non  sono  noti  i
meccanismi  cellulari  che  portano  la  cellula  a  preferire,  nel  processamento  dei
miRNA, un pre-miRNa rispetto ad un altro. Forse miR-t2g1 si trova in una regione
con  strutture  secondarie  che  rendono  difficoltosa  la  traduzione  o  ha  promotori
meno efficienti. Le differenze potrebbero anche essere dovute ad una differenza di
esportazione di  miR-t2g1 nel  plasma, infatti  i  dati  si  riferiscono alla popolazione
extracellulare e non a quella intracellulare. 
Anche per i miRNA, come per il numero di copie di TTV, si osservano differenze tra
le varie popolazioni di pazienti (Tabella 4.4).
La percentuale di  soggetti  positivi  per  miR-t1g1 è minore nei  malati  di  sclerosi
multipla   e  maggiore nei trapiantati.  Per le  altre patologie  non  ci sono differenze
Tabella 4.4:
PAZIENTI N° miR-t1g1 POS (%) miR-t2g1 POS (%)
HBV 18 12 (66.7%) 8 (44.4%)
HCV 15 7 (46.7%) 7 (46.7%)
HIV 18 8 (44.4%) 6 (33.3%)
MS 11 3 (27.3%) 2 (18.2%)
TRAPIANTATI 21 17 (81.0%) 14 (66.7%)







Media copie / ES Media copie (nei
pos) / ES
Media copie / ES
HBV 405.7 ± 101.4 273.8 ± 80.5 54.1 ± 3.6 29.6 ± 5.5
HCV 351.4 ±127.0 169.3 ±72.8 79.2 ± 7.4 42.3 ± 9.8
HIV 37.6 ± 9.6 * 20.7 ± 4.8 155.0 ± 27.0 * * 58.3 ± 18.6
MS 69.3 ± 25.4 * * 26.2 ± 10.3 40 ± 20 15.5 ± 4.5
TRAPIANTATI 508.1 ± 121.5 413.2 ± 107.1 236 ± 16.9 * * * 161.0 ± 26.3 * *
SANI 500.5 ± 98 240.8 ±80.2 62.2 ± 9.0 28.4 ± 6.9
*, **, *** La media è significativamente diversa rispetto ai pazienti sani, rispettivamente a p<0.01 p<0.005 e
p<0.001
evidenti. Lo stesso pattern di distribuzione si ripete anche per miR-t2g1.
Alcuni studi hanno dimostrato che il livello di TTV tra pazienti con MS e pazienti
sani  è  identico.  Tuttavia,  dato  che  TTV  è  in  grado  di  stimolare  TLR  e  quindi
l'infiammazione, la sua presenza ad alto titolo sembra collegata alle forme più gravi
della  patologia  (Mancuso  et  al.  2013).  Posiamo  pensare  che  genotipi  che
producono  miR-t1g1  siano  in  grado  di  inibire  parzialmente  il  meccanismo
infiammatorio  e  l'azione  del  sistema  immunitario,  in  vitro,  agendo  su  IFN.  È
possibile che, questi genotipi, siano meno presenti laddove c'è lo sviluppo di una
malattia di tipo autoimmune. Forse alcuni genotipi di TTV, invece di favorire la MS,
in quanto fonti costanti di infiammazione e stress, aiutano a mantenere basso il
livello  d'azione  del  sistema  immunitario  ostacolando  lo  sviluppo  di  malattie
autoimmuni.
D'altro  canto  si  sa  che,  in  pazienti  affetti  da  MS,  il  pattern  di  molti  miRNA è
modificato. Sia nelle cellule T che nelle PBMC, molti miRNA vengono prodotti in
quantità maggiori o minori, rispetto al normale (Ma et al. 2014), quindi il rapporto
causa effetto potrebbe essere rovesciato e potrebbe essere proprio la malattia a
non permettere la corretta formazione di miRNA virali maturi.
Ai pazienti affetti da MS viene somministrato Natalizumab, che è un farmaco che
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induce l'apoptosi nelle cellule T che sono una delle sedi di produzione del miRNA
in vivo.
Nel caso dei trapiantati un valore più alto di miRNA non stupisce particolarmente.
Si  tratta  di  soggetti  farmacologicamente  immunocompromessi  che  quindi  sono
fortemente soggetti a infezioni virali multiple, anche ad alto titolo.
Tra i  pazienti  positivi  per miR-t1g1 le copie di miRNA maturo prodotte in media
sono piuttosto variabili tra le popolazioni (Grafico 1.4). I miRNA maturi prodotti dai
pazienti  affetti  da  sclerosi  multipla  e  positivi  per  HIV  sono  minori  di  quelli  nei
pazienti sani.
Grafico 1.4:
* La media è significativamente diversa da quella dei pazienti sani, rispettivamente a p<0.01 e p<0.005
Vediamo quindi  come, tra  pazienti  con MS,  non solo sono pochi  i  positivi,  ma,
anche, laddove il  miRNA sia presente, lo è in piccolissime quantità.  La sclerosi
multipla così come è in grado di  modificare il  pattern di  produzione dei  miRNA
endogeni potrebbe, nello stesso modo, agire contro miR-t1g1.
Un discorso simile a quello per MS può essere fatto per i pazienti positivi a HIV.
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Come abbiamo già visto nell'introduzione di questa tesi, HIV è in grado di produrre
proteine che portano a disregolazione su larga scala dei miRNA cellulari (Aqil et al.
2014). 
Non solo lega Ago2, ma può impedire il  processamento dei miRNA da parte di
Dicer (Ponia et al.  2013; Squillace et al.  2014),  questo spiegherebbe la minore
quantità di miRNA maturi prodotti da TTV nei pazienti HIV positivi, nonostante una
carica virale comunque alta. Questo dato, come alcuni che ci vengono dai livelli nei
pazienti con sclerosi multipla e dai trapiantati ci fa pensare che questo miRNA sia
prodotto principalmente a livello delle cellule dell'immunità, che sono quelle su cui
agisce HIV.
Per quanto riguarda i pazienti che hanno subito trapianto vediamo che, nonostante
la  carica  virale  sia  più  alta,  la  quantità  media  di  miRNA  maturi  prodotti  è
sostanzialmente identica a quella dei sani, il fatto può essere spiegato in vari modi,
a) i pazienti  potrebbero essere stati soggetti a infezioni de novo, con virus che
aumentano la viremia ma non producono ancora miRNA; b) possiamo avere alta
viremia  di  TTV  dovuta  semplicemente  alla  presenza  di  isolati  che  non  sono
necessariamente quelli che producono il miRNA che noi analizziamo o, infine, c) è
possibile che le terapie di immunosoppressione cui sono sottoposti questi pazienti,
che  vanno  ad  influire  sulla  vitalità  e  la  proliferazione  delle  cellule  del  sistema
immunitario, diminuiscano i livelli di miRNA nel caso in cui queste cellule siano un
importante sito di produzione in vivo.
Il  discorso  per  miR-t2g1  è  piuttosto  diverso,  soprattutto  perché  è  prodotto  in
quantità molto minore: la media tra gli individui sani è di 62 ± 9 copie/ng contro i
500 ±  98 di miR-t1g1. I livelli di miR-t2g1 in HIV, però, sono significativamente più
alti  di  quelli  nei  soggetti  sani.  È  possibile  che il  meccanismo che usa HIV per
bloccare il meccanismo di processamento dei miRNA non sia efficiente nell'inibire
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la maturazione di miR-t2g1 o che miR-t2g1 venga prodotto principalmente in cellule
che non sono legate all'immunità o che miR-t2g1 usi un patway non canonico.
Il  dato dei pazienti  trapiantati  sembra confermare la seconda ipotesi. Il  livello di
miR-t2g1 è sensibilmente più alto in pazienti che hanno subito un trapianto, che
quindi hanno una viremia molto alta ma un sistema immunitario compromesso.
Per le altre patologie non vediamo cambiamenti rilevanti rispetto ai soggetti sani,
anche i livelli di miRNA prodotti dai soggetti affetti da MS sembrano simili a quelli
dei sani (Grafico 2.4). Tuttavia i dati in nostro possesso sono troppo pochi per poter
essere considerati significativi, solo 2 soggetti sono risultati positivi per miR-t2g2. 
Grafico 2.4:
**, *** La media è significativamente diversa da quella dei pazienti sani con p<0.05 e p<0.001
Dal  Grafico  3.4 vediamo  chiaramente  che  nei  pazienti  sani  abbiamo  una
prevalenza percentuale di miR-t1g1 su miR-t2g1 che, probabilmente, riflette una
sua  maggiore  efficienza  di  processamento.  Questa  tendenza  è  completamente
invertita nei pazienti HIV: ci sono scostamenti anche nei trapiantati e negli MS, 
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Grafico 3.4:
dove c'è un aumento in proporzione di miR-t2g2.
I test di correlazione, tra la quantità di miR-t1g1 e miR-t2g1 nel plasma dei pazienti
ci  dicono che non esiste  alcuna correlazione.  Ciò  è  piuttosto  strano  dato  che,
praticamente tutti i genotipi che risultano potenziali produttori dei nostri miRNA lo
sono per entrambi. È possibile che, in cellule diverse, TTV agisca in modo diverso,
sfruttando i fattori di trascrizione dell'ospite.
Se andiamo a graficare i due miRNA, considerando solo i campioni risultati positivi
per entrambi, (Grafico 4A.4) sembra che, per valori  sufficientemente alti, emerga
una correlazione lineare. Per campioni in cui miR-t1g1 supera le 600 copie l'indice
di  Pearson,  che ci  da la correlazione lineare, è 0.93 (Grafico 4B.4).  I  campioni
analizzati  che hanno questi valori così alti non sono molti, e appartengono quasi
tutti  ai  pazienti  trapiantati.  Una spiegazione potrebbe essere che laddove i  titoli
virali per lo specifico genotipo siano molto alti o la sua traduzione molto efficiente, e
quindi  la  produzione di  miR-t1g1 molto  elevata,  anche mR-t2g1 venga tradotto
efficacemente, in proporzione alla viremia.
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Grafico 4.4:
I  livelli  medi di miR-t1g1, comunque, sono significativamente più bassi quando i
campioni sono negativi per miR-t2g2 (Grafico 5.4). Invece non ci sono differenze
significative tra la media di miR-t2g1 in campioni positivi o negativi per miR-t1g1
(risultati non mostrati). È possibile che miR-t2g1 venga prodotto solo in condizioni
che  sono  molto  favorevoli  per  il  virus,  potrebbe  essere  un  miRNA che  non  è
collegato al mantenimento dell'infezione, ma piuttosto ad un'attiva proliferazione. 
Grafico 5.4:
* La media di miR-t1g1 in campioni negativi per miRt2g1 è significativamente più bassa che in campioni
positivi per miR-t2g1; p<0.01
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4.4 Quantificazione dei miRNA di TTV nelle PBMC
Nei 18 pazienti positivi per HIV abbiamo analizzato anche la presenza dei 2 miRNA
in esame nell'RNA estratto da PBMC. Anche in questo caso è stata eseguita una
Real Time PCR su cDNA con le stesse modalità di quella eseguita sul plasma.  
Solo 2 campioni su 18 (11.1%) sono risultati positivi per miR-t1g1 con una quantità
media di 29 ± 13 copie/ng. La presenza di miR-t2g1 è maggiore, 7 pazienti su 17
(41.2%) sono risultati positivi, con una media di 207.1 ± 84 copie/ng (Appendice B).
In accordo a quanto accertato nel plasma, nei pazienti affetti da HIV la produzione
di miR-t2g1 è maggiore rispetto a miR-t1g1. Le PBMC potrebbero essere una delle
sedi  di  produzione  di  miR-t2g1,  al  contrario  di  quanto  ipotizzato  partendo  dai
risultati ottenuti dai campioni di plasma, oppure HIV potrebbe agire da inibitore nei
confronti solo di miR-t1g1. Questo miRNA non solo è presente in poche PBMC ma i
livelli con cui viene prodotto sembrano bassi, quanto mento rispetto a miR-t2g1.
Tuttavia non possiamo ritenere che questa differenza sia legata esclusivamente
alla popolazione affetta da HIV, è possibile infatti che, per sua stessa natura, miR-
t2g1 sia meno propenso, rispetto a miR-t1g1, ad essere incluso in esosomi e ad
essere  escreto  dalla  cellula:  questo  potrebbe  spiegare  perché  nel  plasma  è
maggiormente presente miR-t1g1 mentre nelle cellule miR-t2g1.
Sembra strano comunque che, diversi campioni, siano positivi per uno e non per
l'altro, dato che, probabilmente vengono prodotti dagli stessi genotipi.
Comunque non sembra esserci correlazione tra i livelli plasmatici del virus e quelli
cellulari, dei 7 campioni positivi per miR-t1g1 nel plasma solo 1 (14.3%) è positivo
anche nelle PBMC, dei 5 campioni positivi per miR-t2g1 nel plasma solo 3 (60%)
sono positivi anche nelle cellule. Quindi ci sono 5 campioni positivi nelle cellule ma
non nel plasma.
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Forse in un paziente infetto, l'effettivo numero delle PBMC che contengono virus
non è molto elevato e quindi, nel campione da noi analizzato, i miRNA non sono
rilevabili, sembra più strano il contrario, cioè che non troviamo miRNA nel plasma
pur  avendo  sicuramente  cellule  infettate.  Questo  pattern  potrebbe  essere  una
particolarità di pazienti HIV positivi oppure, dato che comunque non abbiamo una
grossa quantità di miRNA a livello cellulare (tra i 20 e i 300 copie/ng) è possibile
che non sia escreto nel plasma a livelli rilevabili.
Infine c'è la possibilità che i miRNA che noi troviamo al livello cellulare non siano
prodotti dalla cellula stessa infettata. Come si è visto per EBV (Pegtel et a. 2010) è
possibile che si tratti  di  miRNA prodotti  in altre cellule che sono poi  liberati  nel
sangue all'interno di esosomi che possono essere internalizzati dalle PBMC. I bassi
livelli  di  miRNA  in  queste  cellule  potrebbero  essere  compatibili  con  questo
meccanismo (Pegtel et a. 2010).
4.5 Confronto tra titoli di TTV e miRNA 
Non c'è alcuna correlazione tra le copie di TTV e i ng di miRNA che troviamo nel
plasma,  la  media  dei  miRNA in  pazienti  positivi  e  negativi  per  TTV  non  varia
significativamente.  Tuttavia,  se  consideriamo  effettivamente  positivi  solo  quei
campioni che, oltre a presentare un titolo di TTV misurabile con Real Time PCR
sono anche positivi in PCR nested per il genogruppo 1 allora vediamo che c'è un
aumento medio del numero di miR-t1g1 nei  campioni positivi  (Grafico 6.4A).  Lo
stesso però non si può dire per miR-t2g1, in questo caso la presenza o meno del
genogruppo 1 nel campione non sembra influenzarne la numerosità (Grafico 6.4B).
Il test di correlazione di Spearman, inoltre, ci dice che non c'è  alcuna  correlazione,
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Grafico 6.4:
A                                                                B
*  La media di miR-t1g1 in campioni negativi per il genogruppo 1 è significativamente più bassa che in
campioni positivi per genogruppo 1; p<0.01
tra le copie di TTV nei campioni positivi per genogruppo 1 e la quantità dei due
miRNA nel campione, considerati insieme e/o separatamente. 
Il  dato più interessante che emerge dal nostro studio riguarda la percentuale di
campioni positivi per miRNA che risultano però negativi per TTV. Dei 28 campioni,
negativi per il genogruppo 1, 18 (64%) sono positivi per miR-t1g1 e 13 (46%) per
miR-t2g1, percentuali praticamente identiche a quelle del totale dei campioni.
Questo è un forte indizio del fatto che la ricerca del virus nel plasma non sempre è
in  grado  di  rilevare  l'infezione  da  TTV.  Infatti  solo  6  campioni  (21%)  tra  quelli
negativi per il genogruppo 1 sono negativi anche per i due miRNA, gli altri  devono
essere comunque infetti, ma il virus non è detettabile nel sangue. In questi casi
TTV potrebbe trovarsi nelle cellule in uno stato di non attiva divisione in cui però
produce miRNA. La percentuale di positivi per TTV potrebbe crescere ulteriormente
se andassimo a ricercare nei  campioni  miRNA prodotti  da altri  genotipi,  fino ad
arrivare, probabilmente, intorno al 100%.
È già stato dimostrato in EBV che i virus sono in grado di sfruttare il meccanismo di
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trasporto extracellulare dei miRNA endogeni per diffondere il propri microRNA alle
cellule vicine, in modo da controllare l'espressione proteica anche in cellule non
infette (Pegtel et a. 2010). Questo potrebbe essere un meccanismo chiave per il
mantenimento della latenza, e per l'instaurazione di infezioni croniche, soprattutto
se questi miRNA vanno ad inibire il funzionamento, in risposta all'infiammazione,
delle cellule del sistema immunitario. In questo modo potrebbe agire anche TTV
evitando in alcuni casi di ricorrere ad una proliferazione attiva,senza aver bisogno
di diffondere nei fluidi corporei dove viene riconosciuto da anticorpi e racchiuso in
immunocomplessi in una forma che, probabilmente, non è più in grado di portare
avanti l'infezione. Inoltre, sfruttando i meccanismi naturali di uptake cellulare, TTV
potrebbe essere in grado di influenzare il funzionamento di cellule che non infetta
direttamente. Si sa infatti che TTV è in grado di infettare e dividersi nelle PBMC,
ma non sappiamo se genotipi diversi possano preferibilmente infettare specifiche
cellule del sangue periferico. Gli esosomi, invece, vengono internalizzati da diverse
cellule  del  sistema immunitario  (Pegtel  et  a.  2010; Mittelbrunn et  al.  2011)  e  i
miRNA che contengono sembrano essere funzionanti nelle cellule bersaglio (Pegtel
et a. 2010).
Detto questo, quindi, possiamo anche pensare che miR-t2g1 non sia prodotto a
livelli  minori, ma semplicemente sia meno esportato negli esosomi; questo forse
può essere legato, in qualche modo, all'abbassamento delle difese immunitarie.
Non dobbiamo comunque dimenticare che, molti dei miRNA presenti nel plasma
sembrano rilasciati naturalmente dalle cellule, soprattutto da quelle in apoptosi, per
verificare  un  effettivo  sorting  per  i  miRNA di  TTV negli  esosomi  bisognerebbe
isolarli e controllarne il contenuto specifico.
5. Conclusioni
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Negli anni immediatamente successivi alla sua scoperta, nel 1997 (Nishizawa et al.
2007), soprattutto dopo che divenne chiaro che si trattava di un virus presente in
oltre l'80% della popolazione mondiale che poteva dare infezione cronica (Biagini
et al. 1999;  Garbuglia et al. 2003; Bendinelli et al. 2001; Matsumoto et al. 1999;
Lefrère et al. 2000), TTV è stato approfonditamente studiato nei laboratori di tutto il
mondo. Tuttavia la difficoltà di coltura del virus (Okamoto 2009), l'elevata variabilità
che scoraggiava lo studio di un genotipo specifico e l'impossibilità di associarlo a
malattie umane (Kakkola et al. 2009), negli anni, hanno portato ad un rallentamento
negli studi a riguardo.
In questo lavoro di tesi, prendendo le mosse dallo studio di Kincaid ed al. del 2013,
abbiamo voluto valutare la capacità di  TTV di produrre miRNA maturi  in vivo in
pazienti  infettati.  Kincaid  e  collabolatori,  infatti,  avevano  per  la  prima  volta
dimostrato che, praticamente tutti i genotipi di TTV contengono sequenze miRNA-
like, ma, nel loro lavoro, ne avevano testato la produzione esclusivamente in linee
cellulari in coltura trasfettate con plasmidi contenenti la sequenza virale completa
(Kincaid et al. 2013), mancando metodi efficienti di coltura virale.
Nel mio lavoro di tesi sono partita da 100 campioni di pazienti  con patologie di
diverso tipo e sani, innanzitutto andando a verificare la viremia di TTV nel plasma.
Dato  che  TTV  non  è  associato  a  patologie  non  sono  stati  sviluppati  metodi
diagnostici ufficiali, a tutt'oggi il metodo più efficace e completo per l'individuazione
di  tutti  i  genotipi  di  TTV  è  una  Real  Time  PCR  disegnata  su  una  regione
universalmente conservata (Ninomiya et al. 2008). Comunque che questo metodo
non ha una sensibilità  del  100%, in alcuni  pazienti  risultati  negativi  il  virus può
essere riscontrato in biopsie d'organo (Okamoto et al. 2001). 
I risultati della nostra Real Time sono in linea con studi precedenti: i livelli virali di
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TTV sono direttamente collegati al livello di immunocompromissione del soggetto in
esame (Maggi et al. 2009). Pazienti infettati da HIV e che hanno subito trapianto
d'organo hanno titoli virali più alti nel plasma. Questo ci dice che, pur se l'azione del
sistema immunitario non è sufficiente a debellare completamente TTV comunque
lavora per mantenerne sotto controllo il livello.
L'abbassamento dei titoli virali di TTV è vantaggioso per l'organismo, alti livelli del
virus,  infatti,  sembra  vadano  a  peggiorare,   patologie  come  l'asma  bronchiale
(Pifferi et al. 2005; Pifferi et al. 2007) e la MS stessa (Mancuso et al. 2013; Ma et
al. 2014).
Per le sequenze di miRNA da ricercare siamo partiti da quelli putativi individuati nel
lavoro del 2013, in particolare abbiamo scelto miRNA prodotti dal genogruppo 1 di
TTV. Questi sono diversi dal miRNA testato da Kincaid e collaboratori, che si è visto
avere  effetti  biologici  in  vitro,  ma  la  loro  scelta  era  ricaduta  su  una  sequenza
codificata da tth8, appartenente al genogruppo 5, poco diffuso nella popolazione,
scelto  solo  perché  già  usato  in  precedenti  esperimenti  di  trasfezione  cellulare
(Leppik et al. 2007). Dato che, il nostro interesse, era dimostrare la presenza di
miRNA maturi nei pazienti, senza che avessimo, in partenza, idea dell'eventuale
livello nel plasma abbiamo scelto 2 miRNA prodotti da TTV1 e dal maggior numero
di isolati noti possibile (anche se con minime differenze nella sequenza) in modo da
massimizzarne la detezione. I 2 miRNA sono stati chiamati miR-t1g1 e miR-t2g1.
La  quasi  totalità  degli  isolati  presi  in  considerazione  codificano  per  entrambi  i
miRNA, separati da poche decine di nucleotidi, quindi, probabilmente, trascritti in
cluster. 
La sequenza seed  di miR-t1g1 differisce dal miRNA di tth8 dello studio di Kincaid
per  un  solo  nucleotide,  senza  studi  cellulari  più  approfonditi  non  possiamo
azzardare  ipotesi  sulla  sua  funzione,  ma,  dato  che  si  tratta  di  una  sequenza
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conservata in un virus altrimenti molto variabile, possiamo pensare che se ne sia
conservata  anche  la  funzione.  Il  miRNA  di  tth8,  in  linee  cellulari  in  coltura,
diminuisce la risposta a interferon dei  geni  con ISRE e quindi  la produzione di
citochine come IL-1, IL-2 e  IFN-γ e la loro cascata di signaling, mentre aumenta la
proliferazione cellulare  bloccando l'apoptosi  virus-indotta.  Altri  bersagli  di   Tth8-
miR-T1 non sono stati investigati, ma comunque dallo studio emerge chiaramente
che, almeno in vitro, il miRNA serve per ridurre la risposta cellulare all'infiamazione.
Sui bersagli di miR-t2g1, invece, non possiamo fare ipotesi senza aver effettuato
degli sudi di espressione su sistemi cellulari, il seed di un miRNA ha troppi possibili
siti di complementarietà nel genoma per azzardare ipotesi.
Sapendo che avremmo ricercato miRNA prodotti dal genogruppo 1, sui campioni su
cui era stata eseguita la Real Time PCR universale ho effettuato anche una PCR-
nested  specifica  per  G1,  quasi  il  70% dei  campioni  è  risultato  positivo,  come
previsto i  TTV di  genogruppo 1 sono tra i  più abbondanti  nella popolazione,  la
specificità della PCR effettuata è comunque relativa, del G1 fanno parte 27 specie
di TTV e molti isolati sono ancora da assegnare.
Dopo aver analizzato il plasma per la presenza di virioni ho effettuato la Real Time
PCR per i miRNA, il primo dato interessante, che emerge chiaramente dal lavoro, è
che c'è produzione di  miRNA maturi  di  TTV  in  vivo.  Si  tratta del  primo virus a
ssDNA per cui viene dimostrata la produzione di miRNA, in vitro e in vivo   (Kincaid
et al. 2013).
Nel 71% dei campioni analizzati abbiamo riscontrato la presenza di almeno 1 dei 2
miRNA in  esame.  In  alcuni  campioni  anche  più  di  1000  copie  per  ng  di  RNA
estratto.
Se  consideriamo  che,  tra  i  campioni  positivi  per  TTV,  probabilmente  non  tutti
avevano  il  genotipo  codificante  miRNA allora  possiamo  pensare  che  i  miRNA
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vengano prodotti praticamente sempre dal virus durante un'infezione.
Il  secondo dato che emerge riguarda la numerosità relativa dei due miRNA, nei
pazienti sani miR-t1g1 è presente in un maggior numero di campioni in maggiore
quantità.  Dato  che  si  trovano  in  cluster nel  genoma possiamo pensare  che  le
differenze siano  dovute  al  processamento,  che  porta  dal  pre-miRNA al  miRNA
maturo, o al diverso tasso di fuoriuscita dalla cellula. I principi per cui un miRNA
viene processato più efficientemente rispetto ad un altro non sono noti, né, tanto
meno, è conosciuto il meccanismo di sorting dei miRNA negli esosomi, è possibile
però che la differenza sia collegata al diverso seed dei due miRNA in esame che
potrebbe essere trattato diversamente in tipi cellulari diversi.
Un altro dato che emerge chiaramente, e che ci fa pensare che la differenza di
espressione sia legata ad un particolare tipo cellulare, è che la proporzione tra i 2
miRNA nel plasma è molto diversa in pazienti affetti da diverse patologie. Laddove
ci sia una sofferenza al livello del sistema immunitario, la produzione di miR-t2g1
sembra aumentare in percentuale rispetto a quella di miR-t1g1. Questo potrebbe
essere un dato interessante se teniamo conto del fatto che, probabilmente, miR-
t1g1è legato proprio alle funzioni dell'immunità ed all'azione di citochine che sono
prodotte,  o  esplicano  la  loro  funzione,  nei  linfociti.  MiR-t2g1  maturo  potrebbe
essere prodotto preferenzialmente in altre cellule rispetto a miR-t1g1. 
Questo discorso sembra avere conferma soprattutto nei pazienti HIV positivi, i livelli
di  miR-t1g1 sono particolarmente bassi  in questi  soggetti,  mentre miR-t2g1 non
subisce  particolari  variazioni.  Possiamo  ipotizzare  che  questo  sia  dovuto  alle
alterazioni nel macchinario dei miRNA che il virus HIV causa nelle cellule infettate
(Aqil et al. 2014), che sono proprio quelle dell'immunità.
La scoperta  che TTV in  vivo  produce miRNA maturi  getta  una nuova luce  sui
possibili meccanismi  instaurazione e mantenimento della cronicità dell'infezione. A
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tutt'oggi non è chiaro come questo virus riesca a sfuggire all'eliminazione da parte
del sistema immunitario, che pure è in grado di produrre anticorpi specifici (Itoh et
a. 2000). Nel caso in cui TTV fosse in grado, tramite i suoi miRNA, di modulare la
risposta del sistema immunitario, anche se in minima parte questo  potrebbe avere
ripercussioni a livello mondiale data l'elevata diffusione e viremia dei soggetti infetti.
Per quanto riguarda l'eventuale interazione con NMI, questa proteina ha un ruolo,
oltre che nell'immunità, anche nella risposta allo stress cellulare al danno al DNA o
attivazione di oncogeni (Li et al. 2012)  e nel rallentamento  della crescita tumorale
nel cancro al seno (Fillmore et al. 2009). Questo potrebbe essere un campanello
d'allarme che dovrebbe spingerci a rimettere in discussione l'assunto che TTV sia
un virus fondamentalmente innocuo. 
Non è escluso che TTV sfrutti un meccanismo simile a quello di EBV ( Pegtel et a.
2010) per trasferire i suoi miRNA maturi in cellule non infette creando un ambiente
favorevole alla sua permanenza nell'organismo.
Un altro dato che emerge chiaramente in questo studio è che i livelli di miRNA, nel
plasma, non sono correlati alla viremia generale di TTV. Se è normale aspettarci
che  pazienti  positivi  per  TTV non presentino  miRNA nel  plasma,  dato  l'elevato
numero di genotipi che rileviamo con il nostro metodo di amplificazione, sembra
strano che solo il 21.4% dei campioni risultati negativi per il genogruppo 1 fosse
negativi  anche per  i  miRNA.  Nel  caso  di  miR-t2g1 non abbiamo neanche una
differenza nel numero di copie tra campioni positivi e negativi per G1. 
È  evidente  che  un  metodo  diagnostico  che  si  basasse  sulla  Real  Time  PCR
universale non è accettabile, sommando i positivi per il genoma virale e per almeno
uno  dei  due  miRNA arriviamo  al  100% della  popolazione,  ed  è  probabile  che
questo dato sia più attinente alla realtà rispetto all'84% risultato dalla Real Time.
Purtroppo non sembra probabile riuscire a sviluppare un metodo diagnostico che si
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basi sulla presenza o meno dei miRNA virali, dato che si tratta di sequenze troppo
corte e variabili per individuare una regione conservata comune.
Tuttavia, dato che i miRNA stanno sempre più emergendo come marker dello stato
fisiologico di pazienti affetti da patologie varie, e vista la grande differenza che c'è
tra le popolazioni di pazienti da noi esaminati è possibile che specifici pattern di
miRNA di TTV siano associati a specifiche patologie, e che quindi questo possa
diventare un metodo diagnostico piuttosto semplice. 
Infine  la  capacità  di  TTV  di  produrre  miRNA  in  vivo  unita  alla  sua  bassa
patogenicità, la sua natura ubiquitaria e l'elevata viremia, anche in pazienti sani, lo
rendono un possibile vettore terapeutico. Il  genoma è troppo ridotto per potervi
inserire geni veri e propri, però potrebbe diventare, una volta che si sia fatta luce
sugli aspetti ancora poco chiari del suo ciclo vitale, un ottimo vettore per terapie
con smallRNA esogeno. 
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